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略語表 
 
 
A. thaliana  Arabidopsis thaliana 
CBB   Coomassie brilliant blue 
Col-0   A. thaliana ecotype Columbia wild type 
DAF   day after flowering 
DTT   dithiothreitol 
EST   expressed sequence tag 
HPLC   high performance liquid chromatography 
MALDI-TOF   matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight  
OAS   O-acetyl-L-serine 
PAC   precursor accumulating 
PAGE   polyacrylamide gel electrophoresis  
PDI   protein disulfide isomerase 
PMF   peptide mass fingerprinting 
PVPP   Polyvinyl polypyrrolidone 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
TEMED   N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
TFA   Trifluoroacetic acid 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
VPE   vacuolar processing enzyme 
 
アミノ酸については三文字表記を用いた。 
一般的な試薬については分子量を用いて示した。 
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序 論 
 
高等植物の種子は、我々人類にとって重要な食糧となる貯蔵物質を大量に蓄
積する。貯蔵物質としては、貯蔵タンパク質と貯蔵デンプン、貯蔵脂肪がその
代表である。その中で貯蔵タンパク質は、ダイズやトウモロコシ、コムギ、コ
メ、ナタネなど多くの植物の完熟種子に含まれており、植物が次世代の発芽に
必要な窒素源や硫黄源となる。ダイズの種子から豆腐を作るには貯蔵タンパク
質の凝集が必要である (大久保, 1995)。コムギからパン生地や麺を作るにも粘性
の高い貯蔵タンパク質が必要である (長尾, 1995)。異なる品種間に存在する種子
タンパク質組成の違いにより、世界各地でコムギをおいしく食べる調理方法と
食文化が発達した。食物繊維量が多い豆類などの植物種子を良質なタンパク質
源として直接摂取すれば、動物性タンパク質と共に摂取する中性脂肪やコレス
テロール量を減らすことができ、生活習慣病の防止になる。またダイズ貯蔵タ
ンパク質の主成分であるグロブリン (グリシニン) はコレステロール値を低下
させる機能性タンパク質として注目されている。このように種子貯蔵タンパク
質は健康な生活には必須であるが、欠点もある。ダイズやコムギ、ピーナッツ、
ソバの場合植物アレルギーを引き起こす原因となる事が知られている (Lack, 
2002)。貯蔵タンパク質は強固な立体構造を形成する結果、動物の消化器官で分
解されずに、タンパク質の未消化産物がアレルゲンになると考えられている。
よって種子に含まれる貯蔵タンパク質の詳細な分子種解析と物理化学的な性質
を解析する基礎研究は、健康機能性の優れた穀物と豆類を作出する理論的なア
プローチを可能にすると期待できる。 
貯蔵タンパク質は溶媒への溶解性に基づき数タイプに分類される。例えば塩
溶液可溶のグロブリンや水と塩溶液可溶のアルブミンなどがある。モデル植物
であるシロイヌナズナの種子は主に沈降係数 12S のグロブリンと 2S のアルブミ
ンと呼ばれる 2 つのタイプの種子貯蔵タンパク質を蓄積する事が Heath ら 
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(1986) により初めて報告された。その後シロイヌナズナ貯蔵タンパク質のクロ
ーニングが進められ、2 つの 12S グロブリン遺伝子と 4 つの 2S アルブミン遺伝
子が単離された (Pang et al., 1988; Guerche et al., 1990)。近年、シロイヌナズナの
ゲノム配列の解読が終了し、4 つの 12S グロブリン遺伝子と 5 つの 2S アルブミ
ン遺伝子がゲノム上にコードされていることが判った。12S グロブリンアイソフ
ォームは At12S1 (At4g28520)、At12S2 (At1g03890)、At12S3 (At1g03880)、At12S4 
(At5g44120) と呼ばれている (Gruis et al., 2002)。 2S アルブミンは５つのアイソ
フォーム (At2S1-At2S5) があり、互いにアミノ酸配列の相同性が極めて高い。
種子貯蔵タンパク質は前駆体タンパク質として翻訳された後、タンパク質貯蔵
液胞の中でプロセシングを受け 12S グロブリンはαサブユニットとβサブユニッ
トに、2S アルブミンは S 鎖と L 鎖になる。この切断は植物の種子貯蔵タンパク
質の間でよく保存されたアミノ酸配列 (12S グロブリンは Asp-Gly、2S アルブミ
ンは Asp-Pro) の間で限定的に行われる (Jung et al., 1998)。この限定切断を触媒
するエンドペプチダーゼとしてβ-vacuolar processing enzyme (βVPE) が知られて
いる (Hara-Nishimura et al., 1991, 1993)。 
この貯蔵タンパク質蓄積は植物の硫黄栄養環境に適応し変化することが知ら
れている (平井, 1994; 藤原と内藤, 1995; Tabe et al., 2002)。ダイズやエンドウ、
シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana)、ルピンを硫黄欠乏条件で栽培すると、含
硫アミノ酸含量の高い貯蔵タンパク質の蓄積が減少し、含硫アミノ酸含量の低
いものは増加する (Gayler and Sykes, 1985; Higgins et al., 1985; Hirai et al., 1995; 
Tabe and Droux, 2002)。この応答は植物が貧栄養条件下で種子に蓄える窒素量を
維持する仕組みであると考えられる。硫黄欠乏土壌で栽培したコムギでパンを
作ると品質に悪影響が出る (Crawford et al., 2000)。これは含硫アミノ酸含量の高
い貯蔵タンパク質の蓄積量が減少し、タンパク質間を架橋するジスルフィド結
合が形成できなくなる事が原因と考えられている。またダイズ種子タンパク質
は、システイン量とメチオニン量が動物性タンパク質に比べて低いのが欠点で
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あるが、硫黄欠乏条件下では、ダイズ種子に含まれる含硫アミノ酸量はさらに
減少し、栄養価が低下する。 
硫黄欠乏条件下におけるシロイヌナズナでは、含硫アミノ酸含量の高い 2S ア
ルブミンの蓄積量が減少することが報告されている (Naito et al., 1994a)。また
SDS-PAGE 上で 55kDa 付近に硫黄欠乏条件下において増加するバンドの報告が
ある (Hirai et al., 1995)。また種子貯蔵タンパク質蓄積は、培地へのメチオニン添
加に対して変化することが知られている (Holowach et al., 1984)。シロイヌナズ
ナでは、形質転換体を用いた解析により、ダイズの貯蔵タンパク質遺伝子発現
がメチオニンの高蓄積に応答して変動する事が報告されている (Hirai et al., 
1994; Naito et al., 1994b)。 
 硫黄は植物体内で転流しやすい元素である。硫黄欠乏条件下や栄養需要の高
い種子をつける時期では、古い葉などの器官が硫黄栄養のソース、生長してい
る器官がシンクとなって硫黄栄養の転流が起こる。硫黄欠乏条件下で生育させ
た植物の研究は古くから行われており、古い葉が枯れる時にタンパク質は分解
(proteolysis) され転流し硫黄源となる (Eaton, 1935; Dijkshoorn and van Wijk, 
1967)。また植物は、硫黄欠乏にさらされると、グルコシノレートなど含硫二次
代謝化合物の生合成遺伝子の発現は減少し、その分解系の遺伝子発現は増加す
る (Hirai et al., 2003, 2004)。このことは含硫二次代謝化合物を分解し、システイ
ンやメチオニンなど一次代謝産物の硫黄量を維持するためと考えられる。とこ
ろで高等植物は硫黄含む多様な有機化合物を合成する。ワサビやダイコン、カ
ラシなどの辛味成分であるグルコシノレート類や、ニラやタマネギ、ニンニク
に含まれる硫化アリル等の含硫二次代謝化合物は、人間を含めた哺乳類にとっ
てがん予防効果、抗菌作用、新陳代謝の活発化、食欲増進、糖尿病・高血圧・
動脈硬化の予防に有効だといわれている。よって硫黄欠乏条件下で植物を栽培
すると食品として摂取する多くの健康機能成分が失われる事になる。 
近年、生物種の全ゲノム塩基配列解読が進行し、植物ではモデル植物である
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シロイヌナズナから、26,000 個の遺伝子の存在が明らかになった。このゲノム
情報を用いることにより、トランスクリプトーム、プロテオームと呼ばれるい
わゆるオーム科学が可能となった。トランスクリプトーム解析は多数の遺伝子
の転写産物をハイスループットで解析する方法として注目されている。種子を
対象にしたトランスクリプトーム解析は、通常条件下で植物を栽培し、登熟ス
テージごとに解析した報告がある (Ruuska et al., 2002; Schmid et al., 2005)。一方
プロテオーム解析からは、細胞内で実際機能しているタンパク質の蓄積量と翻
訳後修飾や立体構造に関する情報を得ることができる (平野, 2001)。種子のプロ
テオーム解析は、シロイヌナズナにおいて発芽時のタンパク質蓄積量変化 
(Gallardo et al., 2001) や、植物ホルモンの一つであるジベレリンの欠損が種子発
芽時に与える影響 (Gallardo et al., 2002)、種子貯蔵タンパク質をプロセシングす
るプロテアーゼを欠失させた時の種子貯蔵タンパク質蓄積量の変化 (Gruis et al., 
2002) などが報告されている。Gallardo ら (2001, 2002) と Gruis ら (2002) は、
その論文の中で多くのタンパク質スポットが単一の 12S グロブリン遺伝子に由
来する事を示し、各スポットは、N 末端と C 末端の複数段階のプロセシングに
よって生じる事を理論分子量と理論 pI 値から推定した。実際、いくつかの非限
定分解を受けたサブユニットが SDS-PAGE と N 末端解析により、VPE の変異株
で検出されている (Gruis et al., 2002, 2004; Shimada et al., 2003a)。しかしながら現
在までに、野生型株における詳細な分子種解析により N 末端と C 末端を決定し
たという報告はない。また、硫黄欠乏条件下における種子のトランスクリプト
ーム解析とプロテオーム解析の報告もない。 
そこで本研究は、健康機能性に優れた穀物と豆類を作出するための基礎研究
として、シロイヌナズナ種子貯蔵タンパク質の蓄積形態 (タンパク質同定と翻訳
後修飾) と硫黄欠乏応答を明らかにする事を目的に、ポストゲノム手法であるプ
ロテオーム解析とトランスクリプトーム解析を行った。 
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本論 モデル植物シロイヌナズナ種子のプロテオーム解析と 
トランスクリプトーム解析 
 
第１章 シロイヌナズナ完熟種子のタンパク質プロファイル 
 
第 1 章ではシロイヌナズナ完熟種子のプロテオーム解析を行うことにより、
種子貯蔵タンパク質の同定とタンパク質の翻訳後修飾解析を行った。 
 
１．１ 二次元電気泳動法によるシロイヌナズナ完熟種子のタンパク質展開 
 
シロイヌナズナの野生型株を通常条件下で栽培し、得られた完熟種子より抽
出したタンパク質 350 µg を、二次元電気泳動法で分離した。一次元目の等電点
電気泳動で pI 値によって分離し、二次元目の SDS-PAGE で分子量によってゲル
上に展開した。CBB 染色法を用いて分離されたタンパク質をスポットとして検
出した (Figure 1)。図の pI 値はアマシャムバイオサイエンス社が公開するデータ
を基にした。分子量は、分子量マーカーを基に二次元ゲル解析ソフト (PDQuest, 
Bio-Rad, Hercules, CA, USA) にて算出した。9 回の繰り返し実験の結果、高蓄積
で再現性の良いタンパク質スポット 53 個について二次元ゲル解析ソフトを用い
て蓄積量を数値化した。 
5
Figure 1. Profile of proteins in mature Arabidopsis seeds. 
(a) Soluble protein (350 μ g) was resolved by isoelectric focusing on an immobilized  
strip (pH 3–10, non-linear) in the first dimension, and then by 15% SDS–PAGE in the 
second dimension. The gels were stained with Coomassie brilliant blue. The numbering 
of spots corresponds to that in Table 1. 
(b) Enlargement of (a). 
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１．２ タンパク質の同定 
 
タンパク質スポットをMALDI-TOF MSを用いたペプチドマスフィンガープリ
ンティング (PMF) 及び HPLC-MS/MS にて同定した。いくつかのスポットは過
去に報告のある論文を参考にタンパク質を決定した (Gallardo et al., 2001, 2002; 
Gruis et al., 2002)。結果を Table 1 にまとめた。50 のタンパク質スポットの内 39
スポットは、12S グロブリンの 4 アイソフォーム (At12S1, At12S2, At12S3, 
At12S4) であった。12S グロブリンは翻訳後にαサブユニットとβサブユニットに
切断される事が知られている。この切断は植物の種子貯蔵タンパク質の間でよ
く保存されたアミノ酸配列 (アスパラギン酸とグリシン) の間で限定的に行わ
れる (Jung et al., 1998)。39 スポットのうち 25 スポットは At12S1 (A1-A6) 及び
At12S2 (B1)、At12S3 (C1-C3)、At12S4 (D1-D15)のαサブユニットと同定された。
10 スポットは At12S1 (E1-E4) 及び At12S2 (F1)、At12S3 (G1)、At12S4 (H1-H4)
のβサブユニットと同定された。また 4 スポットは、翻訳後切断を受けていない
At12S1 (I1) 及び At12S4 (J1-J3) の前駆体タンパク質と同定された。全 50 スポッ
トのうち 3 スポットは、2 つの 2S アルブミンアイソフォームである At2S1 (K1)
及び At2S3 (L1, L2) と同定された。残る 8 つのスポットは、3 つの異なる遺伝子
由来の late embryogenesis abundant (LEA) タンパク質 (O1, O4, O5) など種子貯蔵
タンパク質以外のタンパク質であった。本解析より、シロイヌナズナ完熟種子
は、大量の種子貯蔵タンパク質 (12S グロブリンと 2S アルブミン) を蓄積する
ことが示された。シロイヌナズナゲノムにコードされる 1000 遺伝子を無作為に
選び、アミノ酸配列に含まれるアスパラギンとグルタミン量を算出したところ
平均 8.0%であった (Table 2)。一方、12S グロブリンと 2S アルブミンに含まれる
アスパラギンとグルタミン量の平均は 16.9%であり、種子貯蔵タンパク質は窒素
源を大量に蓄積するように進化してきたと考えられる。また同様に 1000 遺伝子
を無作為に選び、アミノ酸配列に含まれるシステインとメチオニン量を算出し
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たところ平均 4.8%であった (Table 2)。一方、2S アルブミンに含まれるシステイ
ンとメチオニン量の平均は 9.2%であり、2S アルブミンは硫黄源を大量に蓄積す
るように進化してきたと考えられる。一方 12S グロブリンうち At12S1 と At12S4
のシステインとメチオニン量は2.9%と2.3%で比較的硫黄含量の少ないタンパク
質であった。シロイヌナズナは、次世代の発芽に必要な窒素源や硫黄源として、
窒素含量は高いが硫黄含量の異なる複数の種子貯蔵タンパク質を大量に蓄積す
る事が分かる。
8
  
 
Table 1 Proteins from the mature Arabidopsis seeds. Identification number was assigned to Figure 1. N- and C-terminal sequences were detected after trypsin, AspN or LysC digest of each spot followed by 
MALDI-TOF mass spectrometry. 
       Theoretical Coverage 
(300ppm) 
Observed sequence of N-terminal peptidek Observed sequence of C-terminal peptidek 
Spot 
no. 
 %a S-/S+b t testc  Protein name Accession 
no. 
MW 
(kDa)
pI Seq 
(%)e 
Number 
of 
peptides
m/z Corresponding sequence m/z Corresponding sequence 
 
A1 
 
16.00  
 
0.86 
 
0.284 
 (At12S1 α subunit) 
At12S1 α subunit 
 
At4g28520
 
34.7 
 
6.4 
 
27 
 
12 
 
1852.99 
(RQSLGVPPQLQNECNL) f 
RQSLGVPPQLQNECNL 
 
4299.39 
(DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHPRSPQGN) f 
DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHPRSPQ 
             3831.09 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHP 
A2 5.32  1.07 0.017  At12S1 α subunit At4g28520 34.7 6.4 27 12 1852.96 RQSLGVPPQLQNECNL 4299.50 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHPRSPQ 
             3831.97 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHP 
A3 0.87  1.33 0.035  At12S1 α subunit At4g28520 34.7 6.4 25 9 1852.72 RQSLGVPPQLQNECNL 3832.23 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHP 
A4 3.57 0.74 0.372  At12S1 α subunit At4g28520 34.7 6.4 24 8 3294.98 RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK ND  
A5 0.14  1.44 0.090  At12S1 α subunit At4g28520 34.7 6.4 23 9 1853.15 RQSLGVPPQLQNECNL ND  
A6 0.19  0.47 0.186  At12S1 α subunit  At4g28520 34.7 6.4 31g 3 3295.23 RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK ND  
               
B1 0.69  1.20 0.134  At12S2 α subunit At1g03890 26.2 5.2 --g  ND  ND  
               
     (At12S3 α subunit)         (DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRGEGGQQPHEIAN) f 
C1 5.23  0.30 0.000 Dd At12S3 α subunit At1g03880 27.4 6.3 18 7 ND  3266.87 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRGEGGQQPH 
             2532.56 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRG 
C2 0.69  0.50 0.054  At12S3 α subunit At1g03880 27.4 6.3 --g  ND  3267.01 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRGEGGQQPH 
             2533.02 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRG 
C3 0.24  0.57 0.282  At12S3 α subunit At1g03880 27.4 6.3 11 5 ND  3268.30 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRGEGGQQPH 
               
     (At12S4 α subunit)       (QQGQQGQQFPNECQLDQLNALEPSHVLK) f  (DNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN) f 
D1 8.40  1.14 0.013  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 24 10 3219.30 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNALEPSHVLKi 4689.45 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN 
D2 1.38  1.21 0.120  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 23 8 3218.47 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNALEPSHVLKi 4573.91 DNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN 
     At12S1 α subunit At4g28520 34.7 6.4 23 7   4381.70 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGR 
D3 1.43  1.70 0.029  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 13 6 3218.70 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNALEPSHVLKi 4689.84 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN 
D4 1.10  1.67 0.047  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 19 8 3219.49 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNALEPSHVLKi 4168.48 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRH 
D5 1.57  0.93 0.320  At12S1 α subunit At4g28520 34.7 6.4 22 8 ND  ND  
     At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 13 5     
D6 1.03  1.32 0.076  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 14 6 ND  4690.89 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN 
             4170.05 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRH 
D7 0.34  1.24 0.194  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 13 5 3218.51 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 3873.20 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEG 
D8 0.20  0.71 0.423  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 16 6 3219.61 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi ND  
D9 2.27  0.68 0.312  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 25 10 3219.27 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 3688.20 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEE 
D10 1.34  0.29 0.013 Dd At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 25 10 3219.70 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 3558.80 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE 
D11 1.46  0.26 0.018 Dd At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 25 10 3218.99 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 3430.10 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEE 
D12 0.94  0.36 0.031 Dd At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 25 10 3219.78 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 3300.49 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE 
D13 1.29  0.32 0.067  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 21 9 3218.93 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 3172.68 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE 
D14 2.02  0.13 0.006 Dd At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 21 9 3218.98 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 3041.70 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQ 
D15 0.16  1.39 0.212  At12S4 α subunit At5g44120 29.2 6.3 11 5 3219.41 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 965.45 DSSEFQPR 
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Table 1 Proteins from the mature Arabidopsis seeds. Identification number was assigned to Figure 1. N- and C-terminal sequences were detected after trypsin, AspN or LysC digest of each spot followed by 
MALDI-TOF mass spectrometry. 
       Theoretical Coverage 
(300ppm) 
Observed sequence of N-terminal peptidek Observed sequence of C-terminal peptidek 
Spot 
no. 
 %a S-/S+b t testc  Protein name Accession 
no. 
MW 
(kDa)
pI Seq 
(%)e 
Number 
of 
peptides
m/z Corresponding sequence m/z Corresponding sequence 
 
E1 
 
11.10  
 
1.00 
 
0.181 
 (At12S1 β subunit) 
At12S1 β subunit 
 
At4g28520
 
21.2 
 
6.2 
 
27 
 
13 
 
1195.67 
(GLEETICSMR) f 
GLEETICSMRj 
 
2063.01 
(FNTLETTLTRAAGRQQQQLIEEIVEA) f 
FNTLETTLTRAAGRQQQQ 
E2 0.83  0.64 0.352  At12S1 β subunit At4g28520 21.2 6.2 26 10 1195.65 GLEETICSMRj 2063.06 FNTLETTLTRAAGRQQQQ 
E3 0.21  3.35 0.002 Id At12S1 β subunit At4g28520 21.2 6.2 22 9 1195.67 GLEETICSMRj 2547.32 FNTLETTLTRAAGRQQQQLIEE 
E4 0.08  0.73 0.421  At12S1 β subunit At4g28520 21.2 6.2 21 9 1195.57 GLEETICSMRj ND  
               
F1 0.55  1.46 0.138  At12S2 β subunit At1g03890 17.7 5.8 14 5 ND  ND  
               
     (At12S3 β subunit)       (GLEETLCTMR) f  (FSTIETTLTHSSPMSYGRPRA) f 
G1 5.41 0.34 0.001 Dd At12S3 β subunit At1g03880 20.8 6.4 13 5 1209.60 GLEETLCTMR 2268.32 FSTIETTLTHSSPMSYGRPR 
             2015.05 FSTIETTLTHSSPMSYGR 
               
     (At12S4 β subunit)       (GLEETICSAR) f  (FNTLETTLTHSSGPASYGRPRVAAA) f 
H1 8.16 0.95 0.341  At12S4 β subunit At5g44120 20.9 8.7 18 6 1135.63 GLEETICSAR 2292.17 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR 
H2 0.84 1.86 0.185  At12S4 β subunit At5g44120 20.9 8.7 18 6 1135.52 GLEETICSAR 2292.19 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR 
H3 0.81 0.65 0.316  At12S4 β subunit At5g44120 20.9 8.7 18 6 1135.61 GLEETICSAR 1662.78 FNTLETTLTHSSGPAS 
H4 0.10 3.23 0.092  At12S4 β subunit At5g44120 20.9 8.7 --g  ND  ND  
               
I1 0.03 1.92 0.080  At12S1 precursor At4g28520 55.9 6.4 41 18 3294.80 RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK ND  
               
J1 0.13 1.28 0.149  At12S4 precursor At5g44120 50.1 7.3 33 11 3219.40 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 2291.97 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR 
J2 0.05 2.57 0.028 Id At12S4 precursor At5g44120 50.1 7.3 33 11 3219.80 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 2291.87 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR 
J3 0.05 2.69 0.027 Id At12S4 precursor At5g44120 50.1 7.3 33 11 3219.80 pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKi 2292.06 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR 
               
     (At2S1 L chain)       (PQGQQQEQQLFQQCCNELR) f  (HLPNVCDIPQVDVCPFNIPSFPSFY) f 
K1 2.25 0.47 0.130  At2S1 L chainh At4g27140 9.3 7.1 63l 1 2418.10 PQGQQQEQQLFQQCCNELRh 1924.95 HLPNVCDIPQVDVCPFh 
     At2S3 L chainh At4g27160 9.3 7.8 56l 1     
               
     (At2S3 L chain)       (DEFDFEGPQQGYQLLQQCCNELR) f  (IQQVGECPFQTTIPFFPPYY) f 
L1 7.01 0.10 0.006 Dd At2S3 L chainh At4g27160 9.3 7.8 141l 2 2482.20 DFEGPQQGYQLLQQCCNELRh 2105.09 IQQVGECPFQTTIPFFPPh 
L2 0.95 0.02 0.033 Dd At2S3 L chainh At4g27160 9.3 7.8 108l 2 2758.40 EFDFEGPQQGYQLLQQCCNELRh 2105.13 IQQVGECPFQTTIPFFPPh 
               
O1 0.11 1.23 0.203  LEA protein, putative At2g42560 67.2 5.8 14 8     
O2 0.11 1.52 0.114  ATPase α subunit AtCg00120 55.3 5.2 15 6     
O3 0.11 0.07 0.142  Putative elongation 
factor 1-a 
8778823 48.7 10.5 --g      
O4 0.32 1.14 0.163  LEA-like protein At3g17520 31.9 5.2 28 6     
O5 0.40 1.54 0.053  Dormancy related 
protein, putative 
At1g54870 31.2 5.9 24 6     
O6 0.93 0.96 0.253  LEA76 homolog type 2 1592677 25.7 10.0 --g      
O7 0.34 0.94 0.276  Major latex protein 
type 1 
At1g14950 14.0 6.8 43g 4     
O8 0.16 1.11 0.195  Major latex protein 
type 3 
At1g14940 14.0 7.3 --g      
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Table 1 Proteins from the mature Arabidopsis seeds. Identification number was assigned to Figure 1. N- and C-terminal sequences were detected after trypsin, AspN or LysC digest of each spot followed by 
MALDI-TOF mass spectrometry. 
       Theoretical Coverage 
(300ppm) 
Observed sequence of N-terminal peptidek Observed sequence of C-terminal peptidek 
Spot 
no. 
 %a S-/S+b t testc  Protein name Accession 
no. 
MW 
(kDa)
pI Seq 
(%)e 
Number 
of 
peptides
m/z Corresponding sequence m/z Corresponding sequence 
aPercentage of integrated volume of 53 distinct reference spots under sulfur-sufficient condition (control).  
bFold change of the spot volumes in wild-type mature seeds; the volumes of sulfur-deficient condition were compared with those of control condition. They are calculated based on the quantities per fresh weight 
of seeds.  
cSignificance of comparisons between five gels each of seeds from control conditions and sulfur-deficient conditions.  
dD, the spots decreasing under sulfur-deficient conditions; I, the spots increasing under sulfur-deficient conditions.  
ePercentage of covered sequence against full-length amino acid sequence.  
fReported N-termini and intact C-termini  
gThe proteins were identified based on the result of Gallardo et al. (2001, 2002) and Gruis et al. (2002).  
hThe proteins and peptides were identified using LS-MS/MS.  
ipQ, pyroglutamate  
jReported N-terminal sequence (GLEETICSMR) has theoretical value of 1195.55.  
A similar mass value of 1195.63 (FNTLETTLTR) is possibly observed by the trypsin digestion of At12S1 β-subunit.  
kAspN cleaves not only aspartyl residue but also glutamyl residue, although the glutamyl specific cleavage is at least 2000-fold slower than that of aspartyl specific cleavage. Therefore we have not indicated the 
C-terminus that was observed by AspN digests but was refuted in the presence of mass ions by tryptic digests, for example spot D1 (summarized in Table 3 and 4).  
lMascot protein identification score (MOWSE Score) is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event. Protein scores >57 are significant (P < 0.05).  
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Table 2 Nitrogen and Sulfur contents in Arabidopsis seed storage proteins   
  Number of Nitrogen Sulfur 
  amino acid residues score (%)a score (%)b 
12S globulins    At12S1 524 20.8 2.9 
At12S2 451 12.6 3.1 
At12S3 455 16.0 3.7 
At12S4 472 16.1 2.3 
   
2S albumins      At2S1 164 18.9 9.8 
At2S2 170 16.5 9.4 
At2S3 164 17.1 8.5 
At2S4 166 16.9 9.0 
At2S5 165 17.0 9.1 
    
Average 1000 genes (random)c 436.3 8.0±2.4 4.8±1.9 
aNitrogen score is the percentage of the number of glutamine and asparagine  residues 
in the amino acid sequences. 
bSulfur score is the percentage of the number of methionine and cysteine residues in the 
amino acid sequences.  
cThe average values of nitrogen and sulfur score were calculated from amino acid 
sequences of 1000 genes by Microsoft Excel. The genes were extracted at random from 
the Arabidopsis genome database (http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/sequences/ 
index.jsp). 
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１．３ 同一遺伝子と同定したタンパク質スポットと理論 pI 値、分子量の比較 
 
 12S グロブリンαサブユニットと同定されたスポットでは、高分子量側から
At12S1 (A1-A3)、At12S4 (D1-D14)、At12S3 (C1-C3)、At12S2 (B1) の順にスポッ
トが並んでおり、配列上から予想される 12S グロブリンαサブユニットの分子量
に一致する  (Table 1)。また、それぞれのアイソフォームαサブユニットにおいて、
もっとも蓄積量の大きいスポット (A1, B1, C1, D1) の pI 値 (6.5、5.4、6.6、6.3) 
は、理論 pI 値 (6.4、5.2、6.3、6.3) と大きな差はない (Table 1)。12S グロブリン
のβサブユニットは、高分子量側から At12S1 (E1, E2)、At12S4 (H1, H2)、At12S3 
(G1)、At12S2 (F1) の順に並んでおり、配列上から予想される 12S グロブリンβ
サブユニットの分子量に順序が一致する  (Table 1)。しかしながら、pI 値は理論
pI 値との不一致がみられた。At12S1 (E1-E3) では、理論 pI 値である 6.19 よりも
塩基性側の pI 値 7.2、7.8、8.3 に蓄積が観察された。塩基性のスポットは蓄積量
が多かった。At12S4 は、大部分 (H1) が pI 値 9.0 に蓄積した。これは理論 pI 値
である 8.67 との間に大きな差は認められない。At12S3 (G1) は、pI 値 6.5 に観察
された。理論 pI 値は 6.4 なので、理論 pI 値と一致した。At12S2 (F1) も理論 pI
値と一致した。本解析の結果、同一遺伝子と同定されるタンパク質スポットが
複数検出された。したがってシロイヌナズナ完熟種子は、一つの種子貯蔵タン
パク質遺伝子に由来する、分子量や pI 値の異なる複数のタンパク質分子種を含
有することが示された。12S グロブリンは何らかの翻訳後プロセシングを受けた
と考えられる。そのために pI 値の一致するスポットと一致しないスポットが生
じたと考えられる。 
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１．４ 種子貯蔵タンパク質の N 末端、C 末端アミノ酸領域の解析 
 
スポット D9 から D14 は同一遺伝子由来の貯蔵タンパク質であり、At12S4 α
サブユニットと同定された。このように一つの種子貯蔵タンパク質遺伝子から
複数のスポットが観察されることは、2001 年に Gallardo らによって報告されて
いる。この現象は、同定された種子貯蔵タンパク質のアミノ酸配列から N 末端
側や C 末端側を断片化した時に説明できると考察している。本解析では、各ス
ポットをゲル内消化後、MALDI-TOF 質量分析法により得られる PMF から、サ
ブユニットの N 末端ペプチドおよび C 末端ペプチドに相当するペプチドの分子
量を検索した。 
 
1. 4. 1 At12S4 αサブユニットの C 末端解析 
 
 At12S4 αサブユニットと同定されたスポット D9 から D14 について、C 末端ペ
プチドの同定を行った。ゲル内消化には、ペプチド鎖を Asp 残基 (一文字表記
D) の N 末端側で特異的に切断する消化酵素であるエンドペプチダーゼ AspN を
用いた。各スポットをゲル内消化し、MALDI-TOF 質量分析法 (リニアモードに
て測定) により PMF を得た。各スポットから得られた PMF を比較した結果、
質量電荷比 (m/z) 3000 から 3700 の間に各スポットに固有のマスイオンが観察
された (Figure 2a)。例えば消化スポット (D14) から検出されたマスイオンのう
ち、注目したマス値 (Average mass) は、m/z 3041.70 である。 
At12S4 αサブユニットは、24 番目の Gln 残基から 282 番目の Asn 残基までの
259 個のアミノ酸残基から成る。At12S4 αサブユニットを AspN で消化した場合、
242 番目の Asp 残基から 282 番目の Asn 残基までのペプチド鎖 (以降、ペプチド
Asp242-Asn282 のように示す) の理論質量 (Average mass) は、4689.45 Da であるが、
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スポット D14 では検出されなかった。一方断片化した C 末端ペプチド
Asp242-Gln268 の理論質量 (Average mass) は、3041.66 Da である (Figure 2a)。この
理論質量は、上記のマス値 (m/z) によく一致する。したがって、スポット D14
は、C 末端が Gln268 までの分子種であることが分かった。 
同様にスポット D9～D13 も解析を行った。得られたマスイオン (リニアモー
ドにて測定 ) を  Insulin oxidized B chain (bovine) (m/z 3496.9) 及び  ATCH 
fragment 18-39 (human) (m/z 2466.68) を内部標準として、質量補正を行った。そ
の結果、特に注目したマス値 (Average mass) を以下に示す。すなわち、スポッ
ト D9 より m/z 3688.20、スポット D10 より m/z 3558.80、スポット D11 より m/z 
3430.10、スポット D12 より m/z 3300.49、スポット D13 より m/z 3172.68 であ
る (Figure 2a)。このマス値は、以下の理論質量 (Average mass) によく一致する。
すなわち、ペプチド Asp242-Glu273 : 3688.03 Da、ペプチドAsp242-Glu272 : 3558.02 Da、
ペプチド Asp242-Glu271 : 3429.80 Da、ペプチド Asp242-Glu270 : 3300.69 Da、ペプチ
ド Asp242-Glu269 : 3171.57 Da である (Figure 2a)。またインタクトな C 末端ペプチ
ドの理論質量 (Average mass) は、ペプチド Asp242-Asn282: 4689.45 Da であるが、
スポット D9 から D13 からは検出されなかった。 
以上の結果から、スポット D9 から D14 は At12S4 αサブユニットの Glu269か
ら Glu273 までの 6 個連続する Glu 残基 (一文字表記 E) の N 末端において順次ペ
プチド鎖の C 末端が終了した分子種であることが分かった。Glu は酸性アミノ酸
であり、At12S4 αサブユニット内の Glu 残基が一つ減少すると、理論上、その
タンパク質の pI 値は 0.2 位塩基性にシフトする (Table 3)。スポット D9 から D14
が二次元ゲル上で塩基性方向への移動していたことは C 末端断片化により説明
できる。 
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Figure 2. Determination of N- and C-terminal sequences of the At12S4 α-subunit by 
peptide mass fingerprinting. 
The sequence shown is the amino acid sequence of At12S4. The spots identified as the At12S4 
α-subunit were excised from a 2D gel and subjected to in-gel digestion with trypsin or AspN 
endopeptidase. Resultant peptides were extracted and analyzed by matrix-assisted laser 
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry. 
(a) Mass spectra of AspN-digested peptides of the At12S4 α-subunit. The portion of the spectra 
was obtained from spots D9–D14. The m/z range from 2500 to 4500 is shown. Each spot has its 
own specific m/z: D9, 3688.20; D10, 3558.80; D11, 3430.10; D12, 3300.49; D13, 3172.68; D14, 
3041.70. 
(b) Mass spectrum of a trypsin-digested peptide of the At12S4 α-subunit. A portion of the 
spectrum was obtained from D12. The m/z-value of 3219.78 corresponded to the singly charged 
N-terminal peptide comprising the 24th–51st residues of At12S4, whose N-terminal glutamine 
is cyclized to pyroglutamate (pQ) and has a theoretical mono-isotopic m/z of 3219.51. 
(c) Mass spectra of trypsin- and AspN-digested peptides of spot D15. The observed masses from 
D15 digested with trypsin (m/z 2067.90) and AspN (m/z 965.45) corresponded to the theoretical 
masses of ions of At12S4. 
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1. 4. 2 At12S4 αサブユニットの N 末端解析 
 
次に、At12S4 αサブユニットと同定されたスポット D12 の PMF より、N 末端
ペプチドを検索した。ゲル内消化には、ペプチド鎖を Lys 残基 (一文字表記 K) 及
びArg残基 (一文字表記R) のC末端側で特異的に切断する消化酵素であるトリ
プシンを用いた。スポット D12 をゲル内消化し、 MALDI-TOF 質量分析法 (リ
ニアモードにて測定) により PMF を得た (Figure 2b)。検出されたマスイオンの
うち特に注目したいマス値 (Average mass) は、m/z 3219.78 である。 
AT12S4 αサブユニットの N 末端は、シグナルペプチドが切断された後、24 番
目の Gln 残基 (一文字表記 Q) から始まることが知られている。一般に、N 末端
のグルタミン残基はピログルタミル化することが知られている。ピログルタミ
ル化した N 末端ペプチド (missed cleavages = 0) の理論質量 (Average mass) は、
ペプチド Gln24-Lys51 (pyroglutamate) : 3219.51 Da である。この理論質量は、上記
のマス値 (m/z) によく一致する。よってスポット D12 では、N 末端アミノ酸は
グルタミン残基から始まっており、At12S4 αサブユニットの N 末端側は断片化
していないことが分かった。同様のマスイオンがその他の At12S4 αサブユニッ
トと同定されたスポットからも検出された (Table 4)。 
 
1. 4. 3 スポット D15 の C 末端解析 
 
二次元ゲル上の低分子量の位置に観察されたスポット D15 では、トリプシン消
化産物と AspN 消化産物のそれぞれからマス値 (Monoisotopic mass) m/z 2067.90
と 965.45 が検出された (リニアモードにて測定、Figure 2c)。この実験値は 125
番目のアルギニン残基で C 末端が終了したときに観察されるマスイオンと一致
した。トリプシン消化産物で 125 番目のアルギニン残基以降のマスイオンはこ
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のスポット D15 からは検出されなかった。N 末端は上に示した D12 と同様のマ
スイオンが検出された (Table 4)。よって、スポット D15 は、N 末端側は断片化
していないが C 末端は 125 番目のアルギニン残基までであり、大きく欠損した
分子種であると考えられる。 
 
 
1. 4. 4 At12S1 βサブユニットの C 末端解析 
 
At12S1βサブユニットであると同定された蓄積量の多いスポットE1とその近
傍に存在するスポット E2 およびスポット E3 の PMF より、C 末端ペプチドを検
索した。ゲル内消化には、ペプチド鎖をリジン残基 (一文字表記 K) の C 末端側
で特異的に切断する消化酵素である LysC を使用した。スポット E1、E2、E3
をゲル内消化し、MALDI-TOF 質量分析法 (リフレクトロンモードにて測定) に
より  PMF を得た。検出したマスイオンのうち、特に注目したマス値 
(Monoisotopic mass) は、スポット E1 より m/z 2063.01、スポット E2 より m/z 
2063.06、スポット E3 より m/z2547.32 である (Figure 3)。 
AT12S1 βサブユニットは、334 番目の Gly 残基から 524 番目の Ala 残基までの
191 個のアミノ酸残基から成る (Figure 3)。アミノ酸配列より、C 末端ペプチド
Phe499-Gln516 (missed cleavages = 0) ならびに Phe499-Glu520 (missed cleavages = 0) 
について、理論質量 (Monoisotopic mass) は 2063.06 Da 及び、2547.32 Da である。
この理論質量は、上記のマス値 (m/z) によく一致する。 
また、インタクトな C 末端ペプチドの理論質量 (Monoisotopic mass) は、ペプ
チド Phe499-Ala524 : 2959.54 Da であるが、検出されなかった。 
この結果より、At12S1 βサブユニットであるスポット E1 とスポット E2 は、
Leu517 以降のアミノ酸が、スポット E3 は、Ile521 以降のアミノ酸が、欠失してい
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ることが分かった。スポットE3はC末端断片化の途中であることが推察される。
At12S1βサブユニットは通常条件下では Leu517 まで C 末端側から断片化された
スポット E1 の状態で蓄積されると考えられる。C 末端のグルタミン酸がスポッ
ト E1 と E2 は 3 つ、スポット E3 は 1 つ断片化で除かれた為に、理論 pI 値 (6.1) 
よりも塩基性側に位置すると考えられる。 
 
 
1. 4. 5 その他の 12S グロブリンの N 末端解析と C 末端解析 
 
同様の方法にて 12S グロブリンと同定されたスポットの C 末端、N 末端を検
出した。各スポットを消化酵素で処理し、MALDI-TOF 質量分析法にて得られ
る PMF を解析した結果、39 スポットのうち 28 スポットから N 末端もしくは C
Signal α subunit β subunit
1 23 24 333 334 524
500       510       520 
|         |         | 
ARKIKFNTLETTLTRAAGRQQQQLIEEIVEA
6.4 7.0 8.0 10.09.0
E3 E2 
pI
20
kDa
26
E1 
FNTLETTLTRAAGRQQQQLIEE2547.32 2547.32 E3
FNTLETTLTRAAGRQQQQ2063.06 2063.06 E2
FNTLETTLTRAAGRQQQQ2063.06 2063.01 E1
C-terminal amino acid sequence
（processed by LysC）
Theoretical 
M.W.(Da)
Observed 
mass ion 
(m/z)
Spot 
Number
Figure 3. Determination of C-terminal sequence of the At12S1 β-subunit by peptide mass 
fingerprinting.
The sequence shown is the amino acid sequence of At12S1. The spot identified as the At12S1 β-subunit 
were excised from a 2D gel and subjected to in-gel digestion with LysC endopeptidase. Resultant 
peptides were extracted and analyzed by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry. Each spot has m/z: E1, 2063.01; E2, 2063.06; E3, 2547.32. Those mass spectra 
corresponded to the degraded C-terminal sequences. 
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末端ペプチド鎖の分子量に相当するマスイオンを検出した (Table 3 and 4)。決定
した N 末端および C 末端を Table 1 と Figure 4 に示す。今回検出できた At12S1、
At12S3、At12S4 アイソフォームのαサブユニットとβサブユニットの C 末端領域
はインタクトな分子種も検出されたが、多くのスポットは断片化していること
が示された。一方 N 末端配列に変化はなかった。それぞれのアイソフォームに
おいて、もっとも蓄積量の多いスポット (A1, C1, D1, E1, G1, H1) の二次元電気
泳動上の pI 値 (6.5、6.6、6.3、8.2、6.5、9.0) は、今回検出された C 末端にて終
了したときに計算される pI 値 (6.4、7.0、6.3、8.6、6.4 or 6.0、8.7) とよく一致
した。 
スポット A1 と A2 は At12S1 αサブユニット由来のタンパク質であり、N 末端
にも C 末端にも差が観察されなかった。このように末端配列に差が観察されな
かったスポットは分子量が一定である事から、翻訳後修飾、例えば
N-glycosylation によって生じた可能性 (Mooney et al., 2004) や、抽出バッファー
に含まれる尿素による副反応として生じる事 (Berven et al., 2003) が考えられる。
リン酸化タンパク質を特異的に検出する試薬 (ProQ Diamond from Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) を用いて染色を行ったが、各スポットの染色度合いに変化は
観察されなかった。 
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Figure 4. Determination of N- and C-termini of 12S globulins. 
The cleavage sites listed in Table 1 are summarized here. Each arrow shows the 
cleavage sites observed by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight 
mass spectrometry. 
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1. 4. 6 2S アルブミンの N 末端解析と C 末端解析 
 
2S アルブミン (スポット K1, L1 and L2) の N 末端および C 末端解析は
LC-MS/MS にて行った。MS/MS 情報からスポット K1 は At12S1 の N 末端が Pro84
残基、C 末端が Phe155残基に一致するマスイオンが検出された。スポット L1 は
At12S3 の N 末端が Asp81 残基、C 末端が Pro162 残基、スポット L2 は At12S3 の
N 末端が Glu79 残基、C 末端が Pro162 残基に一致するマスイオンが検出された
(Table 1, 3 and 4)。 
 今回行った N 末端および C 末端解析の結果、At2S1 と At2S3 の 3 スポット K1
と L1、L2 は C 末端が断片化していた。また A2S3 の 2 スポット L1 と L2 は、C
末端に差はないが、N 末端が違っていた。各スポットの pI 値 (K1, L1, L2) は、
6.8、7.2、6.6 である。インタクトな分子種の場合、理論 pI 値 (K1, L1, L2) は、
7.1、7.8、7.8 である一方、検出された N 末端と C 末端の断片化を考慮した場合
の理論 pI 値 (K1, L1, L2) は、7.1、7.8、6.9 となる。よって二次元ゲル上でスポ
ットL2がL1よりも酸性側に位置する事は、このN末端の差として説明できる。 
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Table 3 C-terminal degradation of 12S globulins and 2S albumins observed on two-dimensional gel  
Spot    Experimental   Theoretical       
no. Peptidasea Mass pI Modeb Mass pI Sequence of C-terminal peptide Intensity Remarks
A1 AspN 4299.39  6.5  A 4299.85  6.42 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHPRSPQ   
 AspN 3831.09   A 3831.33  6.18 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHP   
 AspN 3255.05   A 3253.10  5.90 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEE Weak  
 AspN 3125.41    A 3125.56  6.10 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESE   
 AspN 2996.45   A 2996.45  6.33 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYES   
 Try 1223.56   M 1223.53   --- QPYESEEWR  Not Cd 
 Try 1206.54   M 1206.51   --- QPYESEEWR  Not Cd 
 Try 1612.79   M 1612.75   --- QPYESEEWRHPR Weak Not Cd 
A2 AspN 4299.50  6.3  A 4299.85  6.42 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHPRSPQ   
 AspN 3831.97   A 3831.33  6.18 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHP   
 AspN 3255.07   A 3253.10  5.90 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEE Weak  
 AspN 3125.28   A 3125.56  6.10 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESE   
 AspN 2996.37   A 2996.45  6.33 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYES   
 Try 1223.56   M 1223.53   --- QPYESEEWR  Not Cd 
 Try 1206.55   M 1206.51   --- QPYESEEWR  Not Cd 
 Try 1612.76   M 1612.75   --- QPYESEEWRHPR Weak  Not Cd 
A3 AspN 3832.23  6.1  A 3831.33  6.18 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEEWRHP Weak  
 AspN 3255.84   A 3253.10  5.90 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEE Weak  
 AspN 3126.29   A 3125.56  6.10 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESE   
 AspN 2997.57   A 2996.45  6.33 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYES   
 Try 1223.86   M 1223.53   --- QPYESEEWR  Not Cd 
 Try 1613.72   M 1612.75   --- QPYESEEWRHPR Weak Not Cd 
A4 AspN 3255.21  6.8 A 3253.10  5.90 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEE   
 AspN 3126.02   A 3125.56  6.10 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESE   
 AspN 2997.27   A 2996.45  6.33 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYES   
A5 AspN 3254.99  6.1  A 3253.10  5.90 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESEE   
 AspN 3126.62   A 3125.56  6.10 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYESE   
 AspN 2997.41   A 2996.45  6.33 DSRGNIVRVKGPFQVVRPPLRQPYES   
A6 Try ND       
C1 AspN 3266.87  6.6  A 3266.70  7.01 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRGEGGQQPH   
 AspN 2532.56   A 2532.96  7.73 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRG Weak  
 Try 1421.87   M 1421.84   --- VNGPFGVIRPPLR  Not Cd 
C2 AspN 3267.01  6.3  A 3266.70  7.01 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRGEGGQQPH   
 AspN 2533.02   A 2532.96  7.73 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRG Weak  
C3 AspN 3268.30  6.2  A 3266.70  7.01 DNRGNIVKVNGPFGVIRPPLRRGEGGQQPH Weak  
D1 AspN 4689.45  6.3  A 4690.07  6.27 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN Strong  
 AspN 4574.81   A 4574.99  6.49 DNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN   
 AspN 3560.23   A 3559.93  6.11 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE   
 AspN 3431.16   A 3430.81  6.35 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEE   
 AspN 3302.24   A 3301.70  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
 AspN 3173.09   A 3172.58  7.18 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE   
 Try 1572.70   M 1572.69   --- GQRPQEEEEEEGR  Not Cd 
D2 AspN 4573.91  6.2  A 4574.99  6.27 DNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN Weak  
 AspN 4381.70   A 4381.78  6.19 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGR Weak  
 AspN 3558.44   A 3559.93  6.11 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE   
 AspN 3430.87   A 3430.81  6.35 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEE   
 AspN 3301.67   A 3301.70  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
 AspN 3172.59   A 3172.58  7.18 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE   
 Try 1572.70   M 1573.69   --- GQRPQEEEEEEGR  Not Cd 
D3 AspN 4689.84  6.2  A 4690.07  6.27 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN Weak  
 AspN 4574.48   A 4574.99  6.27 DNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN Weak  
 AspN 3558.22   A 3559.93  6.11 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE   
 AspN 3301.81   A 3301.70  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
 AspN 3172.74   A 3172.58  7.18 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE   
 Try 1572.67   M 1572.69   --- GQRPQEEEEEEGR  Not Cd 
D4 AspN 4168.48  6.1  A 4168.54  6.00 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRH Strong  
 AspN 3559.37   A 3559.93  6.11 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE   
 AspN 3428.68   A 3430.81  6.35 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEE   
 AspN 3301.80   A 3301.70  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
 AspN 3172.77   A 3172.58  7.18 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE   
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Table 3 C-terminal degradation of 12S globulins and 2S albumins observed on two-dimensional gel  
Spot    Experimental   Theoretical       
no. Peptidasea Mass pI Modeb Mass pI Sequence of C-terminal peptide Intensity Remarks
 Try 1709.74   M 1709.72  6.00 GQRPQEEEEEEGRH   
D5 AspN 3302.06  6.4  A 3301.70  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
 AspN 3172.96   A 3172.58  7.18 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE   
 Try 1572.69   M 1573.69   --- GQRPQEEEEEEGR  Not Cd 
D6 AspN 4690.89  6.4  A 4690.07  6.27 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN Strong  
 AspN 4575.15   A 4575.01  6.27 DNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRHGRHGN   
 AspN 4170.05   A 4168.54  6.00 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEGRH   
 AspN 3689.48   A 3688.03  6.11 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEE   
 AspN 3560.68   A 3558.92  6.35 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE   
 AspN 3431.55   A 3429.80  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEE   
 AspN 3302.39   A 3301.70  7.18 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
 AspN 3173.19   A 3172.58  7.93 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE   
 AspN 3043.93   A 3043.49  7.93 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQ   
 Try 1572.66   M 1572.69   --- GQRPQEEEEEEGR  Not Cd 
D7 AspN 3873.20  5.8 A 3874.24  5.72 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEEEG   
 AspN 3687.09   A 3688.07  5.91 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEE   
 AspN 3557.65   A 3559.95  6.11 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE   
 AspN 3300.00   A 3301.70  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
D8 AspN ND 5.7      
 Try ND       
D9 AspN 3688.20  6.0  A 3688.03  5.91 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEEE   
 Try 1230.56   M 1230.23  5.91 GQRPQEEEEE   
D10 AspN 3558.80  6.1  A 3558.92  6.11 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEEE   
D11 AspN 3430.10  6.3  A 3429.80  6.35 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEEE   
D12 AspN 3300.49  6.5  A 3300.69  6.67 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQEE   
D13 AspN 3172.68  6.8  A 3172.58  7.18 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQE   
 AspN 3041.70  7.2  A 3041.66  7.93 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQ   
D14 AspN 3041.70  7.2  A 3041.66  7.93 DDNRGNIVRVQGPFGVIRPPLRGQRPQ   
D15 AspN 965.45  6.5 M 965.43  7.01 DSSEFQPR   
E1 LysC 2063.01  8.2  M 2063.06  8.60 FNTLETTLTRAAGRQQQQ   
E2 LysC 2063.06  7.5  M 2063.06  8.60 FNTLETTLTRAAGRQQQQ   
E3 LysC 2547.32  6.9  M 2547.32  6.94 FNTLETTLTRAAGRQQQQLIEE   
E4 LysC ND 7.5      
G1 Try 2015.05  6.5  M 2014.95  5.95 FSTIETTLTHSSPMSYGR   
 Try 2268.32   M 2268.11  6.36 FSTIETTLTHSSPMSYGRPR   
 Try 2284.42   M 2284.10  FSTIETTLTHSSPMoxSYGRPRc   
H1 LysC 2292.17  9.0  M 2292.14  8.68 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR   
 Try 2292.20   M 2292.14  8.68 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR   
H2 LysC 2292.19  7.7  M 2292.14  8.68 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR   
 Try 2292.00   M 2292.14  FNTLETTLTHSSGPASYGRPR   
H3 LysC 1662.78  7.6  M 1662.80  6.80 FNTLETTLTHSSGPAS   
 Try 1662.79   M 1662.80  FNTLETTLTHSSGPAS   
I1 Try ND 6.5      
J1 Try 2291.97  7.1 M 2292.14  7.26 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR   
J3 Try 2291.87  6.8 M 2292.14  7.26 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR   
J2 Try 2292.06  6.7 M 2292.14  7.26 FNTLETTLTHSSGPASYGRPR   
K1 Try 1924.95  6.8   1908.88  7.13 HLPNVCDIPQVDVCPF  0.015
e, 
(V->D)f
L1 Try 2105.09  7.2   2105.03  7.77 IQQVGECPFQTTIPFFPP  0.00057e 
L2 Try 2105.13  6.6    2105.03  6.81 IQQVGECPFQTTIPFFPP   0.019e  
aEach protein in the gel was digested by Try, Trypsin; AspN, endopeptidase AspN; or LysC, endopeptidase LysC.  
bThe mass values were detected by monoisotopic ions mode (M) or average ions mode (A) of MALDI-TOF mass spectrometry.  
cMox: oxidized methionine  
dThe mass values were the most C-terminal regions (not termini) of the amino acid sequences.  
eThe peptides were detected by LC-MS/MS.  The reliabilities were indicated by Mascot peptide identification score, where P is the probability that the 
observed match is a random event.  
fThe value of parent mass ion was by 16.07 Da larger than that of theoretical mass.  However, the data of MS/MS spectra supported the sequence.  
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Table 4 N-terminus of 12S globulins and 2S albumins observed on two-dimensional gel. 
Spot   Experimental   Theoretical       
no. Peptidasea Mass Modeb  Mass Sequence of N-terminal peptide Intensity Remarks 
A1 Try 3293.56  M 3293.68  RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK   
 AspN 1852.99  M 1852.93  RQSLGVPPQLQNECNL   
A2 AspN 1852.96  M 1852.93  RQSLGVPPQLQNECNL   
A3 AspN 1852.72  M 1852.93  RQSLGVPPQLQNECNL   
A4 AspN 1854.01  A 1854.09  RQSLGVPPQLQNECNL   
 Try 3294.98  A 3295.72  RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK   
A5 AspN 1853.15  M 1852.93  RQSLGVPPQLQNECNL   
 Try 3295.23  A 3295.72  RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK   
A6 AspN 1854.29  A 1854.09  RQSLGVPPQLQNECNL   
 Try 3295.45  A 3295.72  RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK   
C1 Try ND      
 AspN ND      
C2 Try ND      
 AspN ND      
C3 Try ND      
 AspN ND      
D1 Try 3219.30  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D2 Try 3218.47  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC Weak  
D3 Try 3218.70  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC Weak  
D4 Try 3219.49  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D5 Try ND      
D6 Try ND      
D7 Try 3218.51  A 3218.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D8 Try 3219.61  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D9 Try 3219.27  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D10 Try 3219.70  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D11 Try 3218.99  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D12 Try 3219.78  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
 Try 3235.56  A 3236.54  QQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLK   
D13 Try 3218.93  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D14 Try 3218.98  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
D15 Try 3219.41  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC Strong  
E1 Try 1195.67  M 1195.55  GLEETICSMR  Another peptided 
E2 Try 1195.65  M 1195.55  GLEETICSMR  Another peptided 
E3 Try 1195.67  M 1195.55  GLEETICSMR  Another peptided 
E4 Try 1195.57  M 1195.55  GLEETICSMR  Another peptided 
G1 Try 1209.55  M 1209.56  GLEETLCTMR   
H1 Try 1135.63  M 1135.40  GLEETICSAR   
H2 Try 1135.52  M 1135.40  GLEETICSAR   
H3 Try 1135.61  M 1135.40  GLEETICSAR   
I1 Try 3294.82  A 3295.72  RQSLGVPPQLQNECNLDNLDVLQATETIK   
J1 Try 3219.43  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
J3 Try 3219.75  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
J2 Try 3219.78  A 3219.51  pQQGQQGQQFPNECQLDQLNA LEPSHVLKC   
K1 Try 2418.14   2418.08  PQGQQQEQQLFQQCCNELR  0.00012e 
L1 Try 2482.20   2482.10  DFEGPQQGYQLLQQCCNELR  1.3E-09e 
 Try 3922.88   3922.77  DFEGPQQGYQLLQQCCNELRQEEPVCVCPTLK  0.0017e  
L2 Try 2758.35   2758.21  EFDFEGPQQGYQLLQQCCNELR  0.000016e 
aEach protein in the gel was digested by Try, Trypsin; or AspN, endopeptidase AspN. 
bThe mass values were detected by monoisotopic ions mode (M) or average ions mode (A) of MALDI-TOF mass spectrometry.  
cpQ: pyroglutamate 
dMass value m/z 1195.63 (FNTLETTLTR) will be also observed by the trypsin digestion of At12S1 β subunit.  
eThe peptides were detected by LC-MS/MS. The reliabilities were indicated by Mascot peptide identification score, where P is the probability that the 
observed match is a random event.   
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１．５ At12S4 前駆体の立体構造予測 
  
12S グロブリンの C 末端断片化をタンパク質立体構造の観点から合理的に解
釈するために、ホモロジーモデリング法を用いてシロイヌナズナ 12S グロブリ
ンの立体構造を推定した。これまでにダイズにおいてグロブリン前駆体ホモ三
量体とαサブユニットとβサブユニットに切断された六量体の X 線結晶構造が報
告されている (Adachi et al., 2001, 2003)。各サブユニットは N 末端側を内側、C
末端側を外側に向けた樽状の構造となる。SWISS-MODEL サーバーにて構築し
た At12S4 前駆体の立体構造は、αサブユニットの N 末端は三量体の内側に、β
サブユニットの C 末端は三量体の外側に位置した (Figure 5a)。またスポット D1、
D2、D4、D7、D9-D14、D15 の C 末端アミノ酸は三量体の外側に位置した (Figure 
5b)。この実験より、C 末端の断片化した領域はすべて三量体の外側に位置する
事が示された。したがって 12S グロブリン C 末端領域はペプチダーゼによる断
片化を受けやすいと考えられる。 
 ダイズグロブリンは、結晶構造を形成しない 5 つの領域 (disordered 領域) が
ある (Adachi et al., 2001)。ClustalX プログラム (Thompson et al., 1997) を用いた
アミノ酸配列のアライメント解析を行った結果、連続した断片であるスポット
D9–D14 の C 末端アミノ酸残基はダイズグロブリンの４番目の Disordered 領域
にアラインされた。スポット D15 の C 末端アミノ酸残基はダイズグロブリンの
2 番目の disordered 領域に、βサブユニットの C 末端アミノ酸残基は 5 番目の
disordered 領域に位置した。disordered 領域は強固な立体構造をとらない領域で
あるのでプロテアーゼによる切断を受けやすいと考えられる。立体構造情報よ
り、12S グロブリン C 末端プロセシングを意味づけることができた。 
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Figure 5. Structural modeling of At12S4 in Arabidopsis. 
Models were constructed using the SWISS-MODEL server and figures were prepared 
using the program molmol. 
(a) Ribbon representation showing side views of modeled At12S4. Three 12S globulins 
bind together to form a homotrimer. The left-hand side is the inside of the complex. The 
N- and C-termini of the successfully modeled sequence are indicated. 
(b) Enlargement of (a). This region was located outside of complex. Two of the five 
disordered regions of soybean 12S globulins are aligned in this region. The regions 
include degradation sites detected by matrix-assisted laser desorption ionization 
time-of-flight mass spectrometry (D1, D2, D4, D7, D9–D15). A red arrow shows the 
cleavage site for α and βsubunits. 
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１．６  登熟種子のタンパク質蓄積 
 
12S グロブリンの C 末端側が断片化されているという新しい知見について、
この断片化が種子登熟の過程で行われているのか、完熟した後に後熟の過程で
行われるのかを知ることは、この断片化が種子形成のどの段階で行われるかを
知ると共に、その生理的意義を考察する上でも大切であると思われる。よって、
登塾過程の種子を採集し、完熟種子と同様に二次元電気泳動を行った。 
シロイヌナズナ種子の登熟過程において 12S グロブリン mRNA の発現は開花
後 8 日目において若干見られる (Ruuska et al., 2002) ものの、はっきりとした発
現は開花後 10 日目から観察される (Hirai et al., 1995)。一方 2S アルブミンの遺
伝子発現は5日から14日まで一定の値が検出される報告や (Ruuska et al., 2002)、
12S グロブリンと同様に 8 日目から徐々に増加する報告 (Schmid et al., 2005) が
あり見解が分かれる。また、シロイヌナズナの種子は開花後 15 日目にて完熟す
る。よって今回は、通常条件下で生育させた開花後 10 日目、開花後 12 日目、
開花後 14 日目の鞘を採集し、種子のみをタンパク質実験に供した。 
Figure 6 に結果をまとめる。貯蔵タンパク質は種子が熟する過程の後期に蓄積
されることが知られており、開花後 10 日目には 12S グロブリンタンパク質が蓄
積していた。また、At12S4 αサブユニットが断片化したスポット D9 から D14
も観察された。よって、At12S4 αサブユニットの C 末端断片化は登熟の過程で
行われていることが示唆された。また、開花後 12 日目、14 日目における 12S グ
ロブリンのタンパク質蓄積量は、開花後 10 日目と比較して大きな変化は観察さ
れなかった。すなわち開花後 10 日目の段階で既に、At12S1 βサブユニットの C
末端断片化 (スポット E1) が起こっていると考えられる。本解析より、12S グロ
ブリンαサブユニットとβサブユニットの C 末端断片化が 12S グロブリンの蓄積
と同時に起こっていることが示された。2S アルブミンは開花後 12 日目より蓄積
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が観察された。12S グロブリンよりも蓄積の開始が遅いと思われる。Gruis ら
(2002) の SDS-PAGE の結果によると、2S アルブミンの蓄積は開花後 9 日目で少
し検出されているが、開花後 12 日目で 12S グロブリンのバンド程度の濃さであ
った。よって本解析と一致する。 
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Figure 6. Two-dimensional gel analysis of seed proteins during seed development. 
Siliques were harvested between 10 and 14 days after flowering. After the removal of 
seed pods, 2D gel analysis was performed as indicated in Figure 1. Protein in 
developing seeds from wild-type: (a) 10 days after flowering (DAF), (b) 12 DAF, and 
(c) 14 DAF. 
E1
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第２章 シロイヌナズナ種子タンパク質の硫黄栄養応答 
 
第 2 章では、シロイヌナズナの野生型株およびメチオニン過剰蓄積変異株
mto1-1 を、通常条件下および硫黄欠乏条件下で栽培した。採集した完熟種子に
含まれるタンパク質を、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE) 法およ
び二次元電気泳動法を用いて分離し、泳動像を得た。シロイヌナズナ種子タン
パク質の中から硫黄欠乏応答で蓄積量の変化するタンパク質の探索を行った。
mto1-1 変異株を用い、シロイヌナズナ種子タンパク質の中からメチオニン応答
で蓄積量の減少するタンパク質の探索を行った。 
 
２．１  シロイヌナズナの硫黄欠乏栽培 
 
シロイヌナズナをロックール耕の硫黄欠乏条件下 (硫酸イオン濃度 30 µM) 
で発芽から栽培した。自然光と 16 時間照明条件下、室温を 22oC に管理した温
室で冬から春にかけて 3 回の繰り返し実験を行った。自然光下での実験である
ためか、日照時間の変化や湿度などに起因すると思われる植物生長に差が実験
毎に少しあった。しかしながら硫黄欠乏条件の植物と通常条件の植物の間で、
生長速度と花軸の高さに大きな差は観察されなかった。また播種から開花まで
の期間や種子の登熟期間に差は無かった。一方硫黄欠乏条件の植物では、古い
葉からクロロシス (黄化) が進み、花軸の枝分かれは少なかった。花軸は少し細
く、鞘を付ける間隔が広がった。このため一個体につける鞘数は減少した。ま
た硫黄欠乏条件下では完熟種子内のタンパク質濃度は通常条件のものと比較し
て 80%であった。Eaton は (1935)、主に硫黄欠乏時のダイズについて、葉のクロ
ロリスが起こる事、植物は低くなるが茎の生長は著しい事、茎が硬くなる事を
挙げている。同様の表現型がシロイヌナズナでも認められた。 
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硫黄欠乏条件下における野生型株 (Col-0) では、含硫アミノ酸をその配列内
に多く含む 2S アルブミン蓄積量が減少することが報告されている (Naito et al., 
1994a)。シロイヌナズナの野生型株およびメチオニン過剰蓄積変異株 mto1-1 を
通常条件下および上述の硫黄欠乏条件下で栽培し、得られた完熟種子から抽出
したタンパク質について SDS-PAGE を行った。その結果、本実験でも再現した
(Figure 7)。通常条件下における野生型株と mto1-1 変異株の間には著しい蓄積量
の変化は観察されなかった (Figure 7)。このことは内藤らによる報告と一致する
(Naito et al., 1994b)。また 55 kDa 付近に硫黄欠乏条件下において増加するバンド
は過去に報告がある (Hirai et al., 1995)。 
さらに本実験により、mto1-1 変異株でも硫黄欠乏条件下において 2S アルブミ
ンの蓄積量の減少が観察された (Figure 7)。また、硫黄欠乏条件下における野生
型株と mto1-1 変異株を比較したところ顕著な差は観察されなかった (Figure 7)。
よって SDS-PAGE の結果からは、メチオニンが過剰に蓄積した場合でもシロイ
ヌナズナ種子貯蔵タンパク質の蓄積量に著しい変化はないと考えられる。また
硫黄欠乏条件下で、野生型株、mto1-1 変異株のいずれにも 12S グロブリンαサ
ブユニットに相当するバンドの蓄積量減少が観察された (Figure 7)。 
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Figure 7. Total protein from mature Arabidopsis seeds grown with control or sulfur-
deficient medium. Each lane contains 15 µg of total protein from finely ground flour from 
mature seeds of either wild-type (Col-0) or mto1-1 mutant (mto1-1) grown with control (C) 
or sulfur-deficient (∆S) medium. Seed protein extract was subjected to 15% SDS-PAGE and 
stained with Coomassie brilliant blue. The following  seed storage protein as well as size 
markers are all indicated:  α and β subunits of 12S globulin (12S-α, 12S-β) and the 2S 
albumin (2S). White arrow head, band increasing under sulfur-deficient condition; Black
arrow heads, bands decreasing under sulfur-deficient condition.
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２．２  二次元電気泳動法による比較 
 
硫黄欠乏条件下でシロイヌナズナ野生型株を栽培し、得られた完熟種子より
抽出したタンパク質 350 µg を、二次元電気泳動法で分離した。タンパク質スポ
ットの蓄積量を二次元ゲル解析ソフトにて数値化し、通常条件下の種子タンパ
ク質の泳動像と比較した (Figure 8)。独立した三回の植物栽培から 5 回電気泳動
を繰り返した。各タンパク質スポットは二次元ゲル解析ソフトにて定量した
(Table 1)。解析の結果、硫黄欠乏条件下で蓄積量が有意に 1/2 以下に減少したス
ポットは 8 つあった。そのうち 4 つは、硫黄含量の高い At12S3 (C1, G1) と At2S3 
(L1, L2) であった。残りの 4 つは At12S4 αサブユニットの C 末端が断片化した
スポット D10、D11、D12、D14 であり、硫黄欠乏条件下で同断片化が抑制され
る事が示唆された。一方蓄積量が有意に 2 倍以上に増加したスポットは 3 つあ
った。そのうち 2 つは At12S4 前駆体 (J2, J3) であり、硫黄欠乏条件下で前駆体
タンパク質のプロセシングは抑制されることが示唆された。もう一つのスポッ
ト E3 は At12S1 βサブユニットであった。同サブユニットと同定した 2 スポット 
(E1, E2) と比較して E3 は通常条件下で蓄積量が少なく C 末端が一番長い分子種
であった。At12S1 βサブユニットは通常条件下では断片化された E1, E2 の状態
で蓄積され、硫黄欠乏条件下においてはこの断片化が抑制され、断片化途中の
βサブユニット E3 の蓄積量が増加したと考えられる。 
次に野生型株とメチオニン過剰蓄積変異株 mto1-1 を比較した。二次元電気泳
動を 4 回ずつ行いタンパク質蓄積量の比較を行った結果、2 倍以上有意に変動す
るスポットは認められなかった (Table 5)。また、硫黄欠乏条件下での野生型株
と mto1-1 変異株を比較した結果、2 倍以上有意に変動するスポットは認められ
なかった (Table 5)。よって遊離メチオニン量増加に伴うシロイヌナズナ完熟種
子に含まれる種子貯蔵タンパク質組成に明瞭な変化は無いことが示唆された。 
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Figure 8. Profile of proteins in mature seeds harvested under control and 
sulfur-deficient conditions. 
Two-dimensional gel profiles of total protein from wild-type mature seeds harvested 
under control conditions (a), and wild-type mature seeds harvested under 
sulfur-deficient conditions (b). An equal amount (350 μ g) of total protein extract was 
loaded in each gel and stained with Coomassie brilliant blue. Eight spots marked on (a) 
decreased in amount under sulfur-deficient conditions. Three spots marked on (b) 
increased in amount under sulfur-deficient conditions. 
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Table 5 Protein profile in mto1-1 mature seeds harvested under control and sulfur-deficient condition.  
Spot 
no. 
Protein name mtoS+ /colS+a 
t test 
mtoS+/colS+b 
mtoS- /colS-c 
t test   
mtoS-/colS-b 
A1 At12S1 α subunit 0.93  0.126  1.06  0.095  
A2 At12S1 α subunit 0.95  0.284  0.98  0.284  
A3 At12S1 α subunit 0.72  0.140  0.97  0.414  
A4 At12S1 α subunit 0.45  0.090  1.26  0.146  
A5 At12S1 α subunit 0.87  0.157  1.27  0.141  
A6 At12S1 α subunit 1.08  0.131  4.15  0.141  
B1 At12S2 α subunit 0.90  0.356  1.15  0.397  
C1 At12S3 α subunit 1.19  0.074  1.16  0.089  
C2 At12S3 α subunit 1.05  0.304  1.19  0.090  
C3 At12S3 α subunit 0.98  0.451  1.26  0.249  
D1 At12S4 α subunit 0.99  0.490  0.96  0.367  
D2 At12S4 α subunit 0.68  0.030  1.26  0.083  
D3 At12S4 α subunit 0.67  0.193  1.03  0.412  
D4 At12S4 α subunit 1.02  0.444  1.07  0.231  
D5 
At12S1 α subunit  
and At12S4 α subunit 0.81  0.195  1.26  0.066  
D6 At12S4 α subunit 0.80  0.307  1.11  0.201  
D7 At12S4 α subunit 0.68  0.034  0.85  0.141  
D8 At12S4 α subunit 0.59  0.083  1.16  0.352  
D9 At12S4 α subunit 0.90  0.257  0.95  0.327  
D10 At12S4 α subunit 0.89  0.132  0.71  0.190  
D11 At12S4 α subunit 0.81  0.169  0.94  0.221  
D12 At12S4 α subunit 1.02  0.407  0.91  0.040  
D13 At12S4 α subunit 1.14  0.290  1.03  0.459  
D14 At12S4 α subunit 1.09  0.315  0.63  0.137  
D15 At12S4 α subunit 0.85  0.138  0.89  0.455  
E1 At12S1 β subunit 1.05  0.398  0.87  0.166  
E2 At12S1 β subunit 1.41  0.236  1.18  0.089  
E3 At12S1 β subunit 0.41  0.147  1.04  0.456  
E4 At12S1 β subunit 0.67  0.124  1.27  0.193  
F1 At12S2 β subunit 1.13  0.342  1.11  0.299  
G1 At12S3 β subunit 1.26  0.008  1.16  0.090  
H1 At12S4 β subunit 1.32  0.131  0.90  0.111  
H2 At12S4 β subunit 0.94  0.341  0.74  0.203  
H3 At12S4 β subunit 0.93  0.307  0.98  0.459  
H4 At12S4 β subunit 0.94  0.414  1.02  0.485  
I1 At12S1 precursor 1.84  0.046  1.12  0.352  
J1 At12S4 precursor 0.92  0.367  1.05  0.443  
J2 At12S4 precursor 1.02  0.456  1.09  0.361  
J3 At12S4 precursor 1.22  0.277  1.00  0.494  
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Table 5 Protein profile in mto1-1 mature seeds harvested under control and sulfur-deficient condition.  
Spot 
no. 
Protein name mtoS+ /colS+a 
t test 
mtoS+/colS+b 
mtoS- /colS-c 
t test   
mtoS-/colS-b 
K1 
At2S1L chain  
and At2S3 L chain 
0.79  0.386  1.74  0.365  
L1 At2S3 L chain 1.29  0.380  0.65  0.358  
L2 At2S3 L chain 1.26  0.409  0.35  0.196  
O1 LEA protein, putative 1.03  0.446  1.11  0.293  
O2 ATPase α subunit 1.00  0.498  1.18  0.266  
O3 Putative elongation factor 
1-a 
1.65  0.196  52.17  0.196  
O4 LEA-like protein 0.94  0.397  1.31  0.280  
O5 Dormancy related protein, 
putative 
1.59  0.018  0.98  0.471  
O6 LEA76 homolog type 2 1.23  0.139  0.72  0.212  
O7 Major latex protein type 1 1.24  0.042  0.88  0.194  
O8 Major latex protein type 3 1.46  0.062  0.66  0.117  
aFold change of the relative spot volumes; the relative protein amount of mto1-1 mature seeds harvested under 
control condition was compared with that of wild-type mature seeds.  
bSignificance of comparisons are determined by Student’s t-test.  
cFold change of the relative spot volumes; the relative protein amount of mto1-1 mature seeds harvested under 
sulfur-deficient condition was compared with that of wild-type mature seeds. 
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２．３ 硫黄欠乏条件下における総タンパク質量と硫黄蓄積量 
 
よく知られている 2S アルブミン (At2S3) のみでなく、12S グロブリンのアイ
ソフォーム At12S3 (スポット C1 と G1) の蓄積量も硫黄欠乏条件下で減少した
(Table 1, Figure 8)。At12S3 はアミノ酸残基中 3.7%がシステイン残基とメチオニ
ン残基であり、At12S1 と At12S2、At12S4 のシステイン残基とメチオニン残基が
アミノ酸残基中 2.9%、3.1%、2.3%であるのと比べて高い (Table 2)。植物は硫黄
欠乏条件下でも窒素源としてのタンパク質蓄積量を保つ必要があり、硫黄含量
の高いタンパク質の蓄積量を減少させ、硫黄含量の低いタンパク質の蓄積量を
増やすことで必要な硫黄量を減らしている (Higgins et al., 1986; Tabe et al., 
2002a; Tabe and Droux, 2002b)。含硫アミノ酸含量が 8.5%に達する 2S アルブミン
At2S3 を減少させる事には及ばないものの、At12S3 の減少は硫黄欠乏条件下で
タンパク質蓄積量を維持する為にタンパク質翻訳時のシステインとメチオニン
の消費量を減らす事につながる。  
二次元ゲル上の 50 スポットのタンパク質蓄積量 (窒素蓄積量) と、そのアミ
ノ酸配列に含まれるシステインとメチオニン量 (硫黄蓄積量) を算出した。
At12S3 (C1, G1) と At2S3 (L1, L2) の蓄積量がタンパク質蓄積量に占める割合は
通常条件下で 9.3%、9.5%であるのに対し、硫黄蓄積量に占める割合は通常条件
下で 11.2%、23.6%と高い。硫黄欠乏条件下ではこのタンパク質蓄積量が減少す
るため、タンパク質蓄積量は通常条件下と比べて 81%であるが、硫黄蓄積量は
68%まで減少する (Figure 9)。硫黄供給量が制限される硫黄欠乏条件下のシロイ
ヌナズナ種子は、硫黄含量の高いタンパク質蓄積量を減少させ、窒素源として
のタンパク質蓄積量を維持すると考えられる。 
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Figure 9 .  Total protein and total sulfur in seed proteins stored under control 
conditions and sulfur-deficient conditions. 
The protein concentration (a) of seed extracts was divided by the relative spot intensity 
of each seed protein. Sulfur accumulation (b) was estimated from the calculated 
molecular weights and the number of cysteine and methionine residues in the 
determined amino acid sequences or the reported intact subunits. 
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第３章 硫黄欠乏時の登熟種子によるトランスクリプトーム解析 
 
第 1 章と第 2 章では、シロイヌナズナ種子貯蔵タンパク質の網羅的な分子種
解析 (プロテオーム解析) をおこなった。その結果、種子貯蔵タンパク質の 12S
グロブリンのサブユニットにおいて C 末端が 1 アミノ酸残基ずつ断片化された
分子種が存在することがはじめて明らかにされ、この翻訳後切断は硫黄欠乏条
件下において抑制されることが示された。第 3 章では、この C 末端切断を行う
ペプチダーゼを推定するためと、種子の硫黄欠乏に対する応答を転写レベルで
明らかにするために、シロイヌナズナ登熟種子のトランスクリプトーム解析を
行った。 
 
３．１  開花後 10、11 日目の種子のトランスクリプトーム解析 
 
シロイヌナズナを通常条件下および硫黄欠乏条件下で栽培し、12S グロブリン
の C 末端断片化が観察された開花後 10、11 日目の種子から RNA を抽出し、DNA
チップを用いて約 23,000 遺伝子の発現量を解析した。独立した 2 回の硫黄欠乏
条件下で栽培を行い、合計４つの DNA チップを用いて解析した (通常条件は C1 
と C2、 硫黄欠乏条件は DS1 と DS2)。得られたアレイデータは解析ソフト
GeneSpring (Silicon Genetics, Redwood City, CA, USA) にて補正し、それぞれの硫
黄欠乏条件下の値を通常条件下の値に対する割合で算出した (実験１は DS1 
versus C1、実験２は DS2 versus C2）。 
実験１で誘導される上位 1000 遺伝子 (150%以上) と実験２で誘導される上位
1000 遺伝子 (142%以上) から二回の実験で共通して増加する 155 遺伝子を抽出
した  (Table 6)。硫黄欠乏条件の葉や根で発現が誘導される硫黄同化酵素
5'-adenylylsulfate reductase (APR1, At4g04610; APR3, At4g21990) と  sulfate 
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transporter (sultr1;2, At1g78000) (Saito, 1999; Saito, 2000; Saito, 2004) がこの遺伝
子群には含まれていた。 
実験１で遺伝子発現の減少する上位 1000 遺伝子 (71%以下) と実験２で遺伝
子発現の減少する上位 1000 遺伝子 (75%以下) から二回の実験で共通して減少
する 207 遺伝子を抽出した (Table 7)。硫黄欠乏条件の葉や根で発現が減少する
硫黄代謝酵素 ATP-sulfurylase 4 (ATPS4, At5g43780) (Hirai et al., 2005) がこの遺伝
子群には含まれていた。 
葉や土壌から輸送される硫酸イオンを用いたシステインの生合成は登熟種子
でも行われる (Awazuhara et al., 2005)。本解析では、登熟後期の種子でも硫黄欠
乏時に硫黄同化経路の遺伝子が誘導、抑制された (sultr1;2, APR1, 3 and ATPS4)。
よって登熟後期の種子も転写レベルで硫黄欠乏に応答する事が示された。 
グルタミン酸残基の C 末端を特異的に切断するカルボキシペプチダーゼとエ
ンドペプチダーゼがトウモロコシの果穂を食する幼虫 (Helicoverpa armigera, 
Bown et al., 2004) とダイズの子葉から (Qi et al., 1994) それぞれ単離されている。
シロイヌナズナゲノムにコードされ、ペプチダーゼとアノテーションされる遺
伝子は 642 個ある。本解析で遺伝子発現が減少した 207 遺伝子には、serine 
carboxypeptidase S10 family protein (At5g08260) と、putative prolyl oligopeptidase 
(At1g20380) とアノテーションされる遺伝子が含まれていた (Table 7)。この機能
未同定の遺伝子が、本解析で検出された C 末端のプロセシングに関与する可能
性がある。 
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Table 6 up-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At1g01290 molybdopterin biosynthesis CNX3 protein / molybdenum cofactor biosynthesis enzyme CNX3 (CNX3) 
identical to molybdopterin biosynthesis CNX3 protein SP|Q39056 from [Arabidopsis thaliana] 
At1g01800 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein similar to carbonyl reductase GI:1049108 
from [Mus musculus] 
At1g08830 superoxide dismutase [Cu-Zn] (SODCC) / copper/zinc superoxide dismutase (CSD1) identical to 
SWISS-PROT: P24704 
At1g10030 integral membrane family protein contains Pfam PF03694: Erg28 like protein 
At1g13970 expressed protein 
At1g14930 major latex protein-related / MLP-related low similarity to major latex protein {Papaver 
somniferum}[GI:20810] ; contains Pfam profile PF00407: Pathogenesis-related protein Bet v I family
At1g15170 MATE efflux family protein similar to ripening regulated protein DDTFR18 [Lycopersicon esculentum] 
GI:12231296; contains Pfam profile PF01554: Uncharacterized membrane protein family 
At1g15200 protein-protein interaction regulator family protein contains Pfam PF04696: pinin/SDK/memA/ protein 
conserved region 
At1g17430 hydrolase, alpha/beta fold family protein low similarity to SP|Q02104 Lipase 1 precursor (EC 3.1.1.3) 
(Triacylglycerol lipase) {Psychrobacter immobilis}, contains Pfam profile PF00561: hydrolase, 
alpha/beta fold family 
At1g18740 expressed protein 
At1g20030 pathogenesis-related thaumatin family protein similar to receptor serine/threonine kinase PR5K 
[Arabidopsis thaliana] GI:1235680; contains Pfam profile PF00314: Thaumatin family 
At1g22640 myb family transcription factor (MYB4) similar to myb-related protein GI:1020155 from [Arabidopsis 
thaliana] 
At1g23130 Bet v I allergen family protein similar to Csf-2 [Cucumis sativus][GI:5762258][J Am Soc Hortic Sci 124, 
136-139 (1999)]; location of ESTs gb|T45139 and gb|T43456 ; contains Pfam profile PF00407: 
Pathogenesis-related protein Bet v I family 
At1g23200 pectinesterase family protein contains Pfam profile: PF01095 pectinesterase 
At1g24470 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein similar to b-keto acyl reductase GI:2586127 
from [Hordeum vulgare] 
At1g30620 UDP-D-xylose 4-epimerase, putative (MUR4) similar to SP|P55180 UDP-glucose 4-epimerase (EC 
5.1.3.2) from Bacillus subtilis, GI:3021357 UDP-galactose 4-epimerase from Cyamopsis 
tetragonoloba; contains Pfam profile PF01370 NAD dependent epimerase/dehydratase family; 
contains TIGRfam profile TIGR01179: UDP-glucose 4-epimerase 
At1g32690 expressed protein similar to hypothetical protein GB:AAC61817 GI:3668085 from [Arabidopsis thaliana]
At1g32900 starch synthase, putative similar to starch synthase SP:Q42857 from [Ipomoea batatas] 
At1g34040 alliinase family protein contains Pfam profiles: PF04864 allinase C-terminal domain, PF04863 alliinase 
EGF-like domain 
At1g34350 expressed protein 
At1g34770 MAGE-8 antigen-related contains weak similarity to Swiss-Prot:P43361 melanoma-associated antigen 8 
(MAGE-8 antigen) [Homo sapiens] 
At1g47400 expressed protein 
At1g48370 oligopeptide transporter OPT family protein similar to iron-phytosiderophore transporter protein yellow 
stripe 1 [Zea mays] GI:10770865; contains Pfam profile PF03169: OPT oligopeptide transporter 
protein 
At1g50630 expressed protein 
At1g53690 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III 7 kDa subunit, putative similar to SP|P53803 DNA-directed 
RNA polymerases I, II, and III 7.0 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6) (ABC10-alpha) (RPB7.0) 
(RPB10alpha) {Homo sapiens}; contains Pfam profile PF03604: DNA directed RNA polymerase, 7 
kDa subunit 
At1g54010 [AT1G54010,  myrosinase-associated protein, putative similar to myrosinase-associated protein 
GI:1769969 from [Brassica napus]; contains Pfam profile PF00657: Lipase/Acylhydrolase with 
GDSL-like motif];[AT1G54000,  myrosinase-associated protein, putative similar to 
myrosinase-associated proteins GI:1769968, GI:1769970, GI:1216391, GI:1216389 from [Brassica 
napus]; contains Pfam profile PF00657: GDSL-like Lipase/Acylhydrolase; contains 1 predicted 
transmembrane domain] 
At1g54740 expressed protein 
Table 6 up-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At1g61800 glucose-6-phosphate/phosphate translocator, putative similar to 
glucose-6-phosphate/phosphate-translocator precursor GI:2997591 from [Pisum sativum] 
At1g62640 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase III, chloroplast / beta-ketoacyl-ACP synthase III / 
3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase III (KAS III) identical to SP|P49243 
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase III, chloroplast precursor (EC 2.3.1.41) (Beta-ketoacyl-ACP 
synthase III) (KAS III) {Arabidopsis thaliana} 
At1g63220 C2 domain-containing protein similar to phloem protein RPP16 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] 
GI:21998839; contains Pfam profile PF00168: C2 domain 
At1g64670 hydrolase, alpha/beta fold family protein low similarity to 2-hydroxy-6-oxo-7-methylocta-2,4-dienoate 
hydrolase [Pseudomonas putida] GI:2822275; contains Pfam profile PF00561: hydrolase, alpha/beta 
fold family 
At1g65690 harpin-induced protein-related / HIN1-related / harpin-responsive protein-related similar to hin1 homolog 
(GI:13122296) [Arabidopsis thaliana]; similar to hin1 (GI:22830759) [Nicotiana tabacum]; contains 1 
transmembrane domain; 
At1g65730 oligopeptide transporter OPT family protein similar to iron-phytosiderophore transporter protein yellow 
stripe 1 [Zea mays] GI:10770865; contains Pfam profile PF03169: OPT oligopeptide transporter 
protein 
At1g67360 rubber elongation factor (REF) family protein contains Pfam profile: PF05755 rubber elongation factor 
protein (REF) 
At1g68460 adenylate isopentenyltransferase 1 / cytokinin synthase (IPT1) identical to adenylate 
isopentenyltransferase (IPT1) [Arabidopsis thaliana] GI:14279054 
At1g69600 zinc finger homeobox family protein / ZF-HD homeobox family protein 
At1g71697 choline kinase, putative similar to GmCK2p choline kinase gi|1438881|gb|AAC49375 
At1g73600 phosphoethanolamine N-methyltransferase 3, putative (NMT3) strong similarity to SP|Q9FR44 
Phosphoethanolamine N-methyltransferase 1 (EC 2.1.1.103) (PEAMT 1) (AtNMT1) {Arabidopsis 
thaliana}; identical to SP|Q9C6B9 Putative phosphoethanolamine N-methyltransferase 3 {Arabidopsis 
thaliana} 
At1g75270 dehydroascorbate reductase, putative similar to GI:6939839 from [Oryza sativa] 
At1g75280 isoflavone reductase, putative identical to SP|P52577 Isoflavone reductase homolog P3 (EC 1.3.1.-) 
{Arabidopsis thaliana}; contains Pfam profile PF02716: isoflavone reductase 
At1g78000 sulfate transporter (Sultr1;2) identical to sulfate transporter Sultr1;2 [Arabidopsis thaliana] GI:7768660; 
contaisn Pfam profiles PF00916: Sulfate transporter family and PF01740: STAS domain; contains 
TIGRfam profile TIGR00815: sulfate permease 
At1g78100 F-box family protein contains F-box domain Pfam:PF00646 
At1g79360 transporter-related low similarity to SP|O76082 Organic cation/carnitine transporter 2 (Solute carrier 
family 22, member 5) (High-affinity sodium-dependent carnitine cotransporter) {Homo sapiens}; 
contains Pfam profile PF00083: major facilitator superfamily protein 
At1g80960 F-box protein-related contains weak hit to Pfam PF00646: F-box domain 
At2g02500 expressed protein contains Pfam profile: PF01128 uncharacterized protein family UPF0007; identical to 
GP:12697583 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidyltransferase {Arabidopsis thaliana}; 
identical to cDNA 4-Diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol synthase (ISPD)  GI:7385140 
At2g03140 CAAX amino terminal protease family protein very low similarity to SP|Q40863 Late embryogenesis 
abundant protein EMB8 from Picea glauca; contains Pfam profile PF02517 CAAX amino terminal 
protease family protein 
At2g05580 unknown 
At2g07707 [AT2G07707,  hypothetical protein contains Pfam profile PF02326: YMF19 hypothetical plant 
mitochondrial protein];[ATMG00480,  orfB hypothetical protein] 
At2g16580 auxin-responsive protein, putative similar to auxin-induced protein TGSAUR21 (GI:10185818) [Tulipa 
gesneriana] 
At2g17340 [AT2G17340,  pantothenate kinase-related contains Pfam domain, PF01937: Protein of unknown 
function; supported by tandem duplication of pantothenate kinase -related protein 
(TIGR_Ath1:At2g17320) [Arabidopsis thaliana]];[AT2G17320,  pantothenate kinase-related similar 
to Probable pantothenate kinase 1 (Pantothenic acid kinase 1) (Swiss-Prot:Q8L5Y9) [Arabidopsis 
thaliana]; similar to Pantothenate kinase 4  (Pantothenic acid kinase 4) (hPanK4) 
(Swiss-Prot:Q9NVE7) [Homo sapiens]; contains Pfam PF01937: Protein of unknown function] 
At2g19270 expressed protein 
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Table 6 up-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At2g19680 mitochondrial ATP synthase g subunit family protein contains Pfam profile: PF04718 mitochondrial ATP 
synthase g subunit 
At2g19830 SNF7 family protein contains Pfam domain, PF03357: SNF7 family 
At2g23340 AP2 domain-containing transcription factor, putative 
At2g23910 cinnamoyl-CoA reductase-related similar to cinnamoyl-CoA reductase from Pinus taeda [GI:17978649], 
Saccharum officinarum [GI:3341511] 
At2g28190 superoxide dismutase [Cu-Zn], chloroplast (SODCP) / copper/zinc superoxide dismutase (CSD2) 
identical to GP:3273753:AF061519 
At2g28450 zinc finger (CCCH-type) family protein contains Pfam domain, PF00642: Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H 
type (and similar) 
At2g28740 histone H4 identical to histone H4 from Lycopersicon esculentum GI:297150, Lolium temulentum 
SP|P02308, Acropora formosa GI:455652, Citrus jambhiri GI:16797797 
At2g29660 zinc finger (C2H2 type) family protein contains zinc finger, C2H2 type, domain, PROSITE:PS00028 
At2g31750 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein contains Pfam profile: PF00201 
UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl transferase 
At2g34490 cytochrome P450 family protein similar to Cytochrome P450 61 (C-22 sterol desaturase) (SP:P54781) 
{Saccharomyces cerevisiae}; contains Pfam profile: PF00067 cytochrome P450; supported by 
full-length cDNA: Ceres:158108. 
At2g37330 expressed protein  and genefinder 
At2g37550 arabidopsis pde1 suppressor 1 protein (ASP1) identical to arabidopsis pde1 suppressor 1 (Asp1) from 
GI:4519792 [Arabidopsis thaliana]; contains InterPro accession IPR001164: Human Rev 
interacting-like protein (hRIP) 
At2g39650 expressed protein contains Pfam profile PF04720: Protein of unknown function (DUF506) 
At2g41040 methyltransferase-related eak similarity to C5-O-methyltransferase (GI:5921167) [Streptomyces 
avermitilis]; weak similarity to Probable menaquinone biosynthesis methyltransferase (EC 2.1.1.-) 
(gerC2 protein homolog) (Swiss-Prot:P49016) [Lactococcus lactis] 
At2g43940 thiol methyltransferase, putative similar to thiol methyltransferase 2 GI:14583121 from [Brassica 
oleracea] 
At3g03930 protein kinase-related similar to serine/threonine protein kinase [Chlamydomonas reinhardtii] 
GI:18139937 
At3g05165 [AT3G05160,  sugar transporter, putative similar to sugar-porter family proteins 1 and 2 [Arabidopsis 
thaliana] GI:14585699, GI:14585701; contains Pfam profile PF00083: major facilitator superfamily 
protein];[AT3G05165,  sugar transporter, putative similar to sugar-porter family proteins 1 and 2 
[Arabidopsis thaliana] GI:14585699, GI:14585701; contains Pfam profile PF00083: major facilitator 
superfamily protein] 
At3g05200 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein (ATL6) contains Pfam profile: PF00097: Zinc 
finger, C3HC4 type (RING finger) 
At3g05400 sugar transporter, putative similar to sugar-porter family proteins 1 and 2 [Arabidopsis thaliana] 
GI:14585699, GI:14585701, integral membrane protein GB:U43629 from [Beta vulgaris]; contains 
Pfam profile PF00083: major facilitator superfamily protein 
At3g06910 Ulp1 protease family protein similar to sentrin/SUMO-specific protease [Homo sapiens] GI:6906859; 
contains Pfam profile PF02902: Ulp1 protease family, C-terminal catalytic domain 
At3g07360 armadillo/beta-catenin repeat family protein / U-box domain-containing protein contains Pfam domain, 
PF00514: Armadillo/beta-catenin-like repeats and Pfam, PF04564: U-box domain 
At3g08630 expressed protein 
At3g09540 pectate lyase family protein simliar to style development-specific protein 9612 SP:P24396 from 
[Lycopersicon esculentum] 
At3g12610 DNA-damage-repair/toleration protein, putative (DRT100) similar to DNA-damage-repair/toleration 
protein DRT100 [Precursor] SWISS-PROT:Q00874, NCBI_gi:5701788; contains multiple LRR 
repeats Pfam profile: PF00560 
At3g16980 DNA-directed RNA polymerase II, putative similar to SP|P36958 DNA-directed RNA polymerase II 15.1 
kDa polypeptide (EC 2.7.7.6) {Drosophila melanogaster}; contains Pfam profile PF02150: RNA 
polymerases M/15 Kd subunit 
At3g18160 peroxin-3 family protein contains Pfam domain, PF04882: Peroxin-3 
Table 6 up-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At3g19010 oxidoreductase, 2OG-Fe(II) oxygenase family protein contains similarity to flavonol synthase (FLS) from 
[Solanum tuberosum] SP|Q41452, {Petunia hybrida} SP|Q07512; contains Pfam profile PF03171: 
oxidoreductase, 2OG-Fe(II) oxygenase family 
At3g20260 expressed protein 
At3g22790 [AT3G22780,  CXC domain protein (TSO1) identical to CXC domain protein TSO1 [Arabidopsis 
thaliana] GI:7767425];[AT3G22790,  kinase interacting family protein similar to kinase interacting 
protein 1 (GI:13936326) [Petunia integrifolia]] 
At3g22840 chlorophyll A-B binding family protein / early light-induced protein (ELIP) identical to early 
light-induced protein; ELIP [Arabidopsis thaliana] GI:1872544; contains Pfam profile: PF00504 
chlorophyll A-B binding protein; identical to cDNA early light-induced protein GI:1872543 
At3g25870 expressed protein 
At3g27010 TCP family transcription factor, putative similar to PCF2 [(GI:2580440) Oryza sativa] 
At3g27880 expressed protein 
At3g43720 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein contains Pfam protease 
inhibitor/seed storage/LTP family domain PF00234 
At3g44735 phytosulfokines-related contains similarities to phytosulfokines from [Arabidopsis thaliana] 
At3g48510 expressed protein 
At3g49580 expressed protein 
At3g50230 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, putative receptor-like protein kinase (RKL1), 
Arabidopsis thaliana, EMBL:AF084034 
At3g51240 naringenin 3-dioxygenase / flavanone 3-hydroxylase (F3H) identical to GI:3790548 
At3g55120 chalcone-flavanone isomerase / chalcone isomerase (CHI) identical to SP|P41088 
At3g56870 hypothetical protein 
At3g56950 small basic membrane integral family protein contains similarity to small basic membrane integral protein 
ZmSIP2-1 (GI:13447817) [Zea mays] 
At3g57680 peptidase S41 family protein similar to PSII D1 protein processing enzyme (GI::7268527) [Arabidopsis 
thaliana]; similar to SP|Q55669 Carboxyl-terminal processing protease precursor (Photosystem II D1 
protein processing peptidase) (EC 3.4.21.102) [strain PCC 6803] {Synechocystis sp.}; contains Pfam 
profile PF03572: Peptidase family S41B 
At3g60780 expressed protein 
At3g62630 expressed protein 
At3g62920 expressed protein 
At4g00860 stress-related ozone-induced protein (OZI1) / stress-related ozone-responsive protein identical to 
stress-related ozone-induced protein AtOZI1 (mRNA corresponding to this gene accumulates in 
response to ozone stress and pathogen (bacterial) infection); putative pathogenesis-related protein 
(GI:790583) [Arabidopsis thaliana] 
At4g04610 5'-adenylylsulfate reductase (APR1) / PAPS reductase homolog (PRH19) identical to 5'-adenylylsulfate 
reductase [Arabidopsis thaliana] GI:2738756; identical to cDNA PAPS reductase homolog (PRH19) 
GI:1710111 
At4g04830 methionine sulfoxide reductase domain-containing protein / SeIR domain-containing protein low 
similarity to pilin-like transcription factor [Homo sapiens] GI:5059062, SP|P14930 Peptide 
methionine sulfoxide reductase msrA/msrB (EC 1.8.4.6) {Neisseria gonorrhoeae}; contains Pfam 
profile PF01641: SelR domain 
At4g04955 amidohydrolase family protein similar to SP|P32375 Allantoinase (EC 3.5.2.5) {Saccharomyces 
cerevisiae}; contains Pfam profile PF01979: Amidohydrolase family 
At4g14010 rapid alkalinization factor (RALF) family protein similar to RALF precursor [Nicotiana tabacum] 
GI:16566316 
At4g14980 DC1 domain-containing protein contains Pfam profile PF03107: DC1 domain 
At4g16710 glycosyltransferase family protein 28 low similarity to C terminus subunit of GlcA transferase from 
Escherichia coli [GI:2586169]; contains Pfam profile PF04101: Glycosyltransferase family 28 
C-terminal domain 
At4g17100 unknown 
At4g17770 glycosyl transferase family 20 protein / trehalose-phosphatase family protein contains Pfam profile: 
PF02358 trehalose-phosphatase 
At4g18390 TCP family transcription factor, putative similar to TFPD (GI:6681577) [Arabidopsis thaliana]; teosinte 
branched1 protein - Zea mays, PIR2:T04347 
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AGI code annotation 
At4g19040 pleckstrin homology (PH) domain-containing protein / lipid-binding START domain-containing protein 
contains Pfam profiles PF01852: START domain, PF00169: PH domain 
At4g21380 S-locus protein kinase, putative (ARK3) identical to PIR|T05180|T05180 S-receptor kinase ARK3 
precursor - [Arabidopsis thaliana] 
At4g21990 5'-adenylylsulfate reductase (APR3) / PAPS reductase homolog (PRH26) identical to 5'-adenylylsulfate 
reductase [Arabidopsis thaliana] GI:2738760; identical to cDNA PAPS reductase homolog (PRH26) 
GI:1710113 
At4g28950 Rac-like GTP-binding protein (ARAC7) identical to rac GTP binding protein Arac7 GI:3702962 from 
[Arabidopsis thaliana] 
At4g29020 glycine-rich protein supporting cDNA gi|20465684|gb|AY096677.1| 
At4g30530 defense-related protein, putative strong similarity to defense-related protein [Brassica carinata] 
GI:14009290; contains Pfam profile PF00117: glutamine amidotransferase class-I 
At4g31170 protein kinase family protein contains eukaryotic protein kinase domain, INTERPRO:IPR000719 
At4g32120 galactosyltransferase family protein contains Pfam profile: PF01762 galactosyltransferase 
At4g33550 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein contains Pfam protease 
inhibitor/seed storage/LTP family domain PF00234 
At4g33950 protein kinase, putative similar to abscisic acid-activated protein kinase [Vicia faba] 
gi|6739629|gb|AAF27340; contains protein kinase domain, Pfam:PF00069 
At4g34750 auxin-responsive protein, putative / small auxin up RNA (SAUR_E) contains similarity to indole-3-acetic 
acid induced protein ARG7 SP:P32295 from [Phaseolus aureus] 
At4g37480 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein low similarity to J-Domain (Residues 2-76) In 
The Escherichia coli N-Terminal Fragment (Residues 2-108) Of The Molecular Chaperone Dnaj 
GI:1942570; contains Pfam profile PF00226 DnaJ domain 
At4g38330 [AT4G38280,  expressed protein unknown protein F4L23.24 Arabidopsis thaliana chromosome II BAC 
F4L23, PID:g2583136];[AT4G38330,  expressed protein];[AT2G45250,  expressed protein] 
At5g01180 proton-dependent oligopeptide transport (POT) family protein contains Pfam profile: PF00854 POT 
family 
At5g03650 1,4-alpha-glucan branching enzyme / starch branching enzyme class II (SBE2-2) identical to starch 
branching enzyme class II [Arabidopsis thaliana] GI:726490 
At5g05270 chalcone-flavanone isomerase family protein contains very low similarity to chalcone-flavonone 
isomerase (chalcone isomerase), GI:1705761 from Vitis vinifera; contains Pfam profile PF02431: 
Chalcone-flavanone isomerase 
At5g06950 bZIP transcription factor HBP-1b homolog identical to transcription factor HBP-1b homolog SP:P43273 
from [Arabidopsis thaliana] 
At5g11320 flavin-containing monooxygenase family protein / FMO family protein similar to flavin-containing 
monooxygenases YUCCA [gi:16555352], YUCCA2 [gi:16555354], and YUCCA3 [gi:16555356] 
from Arabidopsis thaliana 
At5g11390 expressed protein 
At5g13260 expressed protein 
At5g13700 polyamine oxidase, putative similar to  SP|O64411 Polyamine oxidase precursor (EC 1.5.3.11) from Zea 
mays 
At5g16230 acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase, putative / stearoyl-ACP desaturase, putative similar to 
Acyl-[acyl-carrier protein] desaturase from Spinacia oleracea SP|P28645, Ricinus communis 
SP|P22337; contains Pfam profile PF03405 Fatty acid desaturase 
At5g16240 acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase, putative / stearoyl-ACP desaturase, putative similar to 
Acyl-[acyl-carrier protein] desaturase from Sesamum indicum GI:575942, Cucumis sativus 
SP|P32061, Ricinus communis SP|P22337; contains Pfam profile PF03405 Fatty acid desaturase 
At5g18290 major intrinsic protein-related / MIP-related contains weak similarity to Pfam profile: MIP PF00230; 
annotated based on segmental duplication 
At5g19730 pectinesterase family protein contains Pfam profile: PF01095 pectinesterase 
At5g19910 SOH1 family protein contains Pfam profile: PF05669 SOH1 
At5g22940 exostosin family protein contains Pfam profile: PF03016 exostosin family 
At5g23940 transferase family protein similar to anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase, Dianthus 
caryophyllus [gi:2239091]; contains Pfam transferase family domain PF002458 
At5g24660 expressed protein 
Table 6 up-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At5g24780 vegetative storage protein 1 (VSP1) identical to SP|O49195 Vegetative storage protein 1 precursor 
{Arabidopsis thaliana}; contains Pfam profile PF03767: HAD superfamily (subfamily IIIB) 
phosphatase 
At5g25220 homeobox protein knotted-1 like 3 (KNAT3) identical to homeobox protein knotted-1 like 3 (KNAT3) 
SP:P48000 from [Arabidopsis thaliana] 
At5g25450 ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14 kDa protein, putative similar to SP|P48502 
Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14 kDa protein (EC 1.10.2.2) (CR14) {Solanum 
tuberosum}; contains Pfam profile PF02271: Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14kD 
subunit 
At5g25580 expressed protein 
At5g26220 ChaC-like family protein contains Pfam profile: PF04752 ChaC-like protein 
At5g27200 acyl carrier protein, chloroplast, putative / ACP, putative similar to Acyl carrier protein, chloroplast 
precursor (ACP) from {Arabidopsis thaliana} SP|P11829, {Brassica napus} SP|P17650; contains 
InterPro accession IPR003881: Isochorismatase 
At5g35960 protein kinase, putative contains protein kinase domain, Pfam:PF00069 
At5g39250 F-box family protein   ; similar to SKP1 interacting partner 2 (SKIP2) TIGR_Ath1:At5g67250 
At5g42800 dihydroflavonol 4-reductase (dihydrokaempferol 4-reductase) (DFR) nearly identical to GI:166686 
At5g44200 nuclear cap-binding protein, putative similar to SP|P52298 20 kDa nuclear cap binding protein (CBP20) 
(NCBP interacting protein 1) {Homo sapiens}; non-consensus AT donor splice site at exon 4, AC 
acceptor splice site at exon 5; contains InterPro entry IPR000504: RNA-binding region RNP-1 (RNA 
recognition motif) (RRM) 
At5g44320 eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7, putative / eIF-3 zeta, putative / eIF3d, putative similar 
to initiation factor 3d [Arabidopsis thaliana] GI:12407755, SP|O15371 Eukaryotic translation 
initiation factor 3 subunit 7 (eIF-3 zeta) (eIF3 p66) (eIF3d) {Homo sapiens}; contains Pfam profile 
PF05091: Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7 (eIF-3) 
At5g44700 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase, putative 
At5g44980 F-box family protein contains F-box domain Pfam:PF00646 
At5g45670 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein similar to family II lipases EXL3 GI:15054386, EXL1 
GI:15054382, EXL2 GI:15054384 from [Arabidopsis thaliana]; contains Pfam profile PF00657: 
GDSL-like Lipase/Acylhydrolase 
At5g49000 kelch repeat-containing F-box family protein contains F-box domain Pfam:PF00646 and Kelch motif 
Pfam:PF01344 
At5g52330 meprin and TRAF homology domain-containing protein / MATH domain-containing protein weak 
similarity to ubiquitin-specific protease 12 [Arabidopsis thaliana] GI:11993471; contains Pfam profile 
PF00917: MATH domain 
At5g54670 kinesin-like protein C (KATC) 
At5g54840 GTP-binding family protein similar to SP|P87027 Septum-promoting GTP-binding protein 1 (GTPase 
spg1)(Sid3 protein) {Schizosaccharomyces pombe} 
At5g58190 expressed protein contains Pfam profile PF04146: YT521-B-like family 
At5g60400 expressed protein 
At5g62150 peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein contains Pfam profile PF01476: LysM domain 
At5g62210 embryo-specific protein-related contains weak similarity to embryo-specific protein 3 (GI:3335171) 
[Arabidopsis thaliana] 
At5g64530 no apical meristem (NAM) family protein contains Pfam PF02365: No apical meristem (NAM) domain; 
similar to NAM (no apical meristem) 
At5g66650 expressed protein contains Pfam domain, PF04678: Protein of unknown function, DUF607 
At5g66950 expressed protein 
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At1g01170 ozone-responsive stress-related protein, putative similar to stress-related ozone-induced protein AtOZI1 
(GI:790583) [Arabidopsis thaliana]; contains 1 predicted transmembrane domain; 
At1g01320 tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein low similarity to SP|P46825 Kinesin light chain (KLC) 
{Loligo pealeii}; contains Pfam profile PF00515: TPR Domain 
At1g02960 expressed protein 
At1g03030 phosphoribulokinase/uridine kinase family protein contains Pfam PF00485: Phosphoribulokinase / Uridine 
kinase family; Belongs to Interpro IPR006083 Phosphoribulokinase/uridine kinase family; similar to 
Uridine kinase (Uridine monophosphokinase) (SP:P27515) {Saccharomyces cerevisiae};  ESTs 
gb|AA585719, gb|AA728503 and gb|T22272 come from this gene 
At1g03080 kinase interacting family protein similar to kinase interacting protein 1 (GI:13936326) [Petunia integrifolia]
At1g03220 [AT1G03220,  extracellular dermal glycoprotein, putative / EDGP, putative similar to extracellular dermal 
glycoprotein EDGP precursor [Daucus carota] GI:285741];[AT1G03230,  extracellular dermal 
glycoprotein, putative / EDGP, putative similar to extracellular dermal glycoprotein EDGP precursor 
[Daucus carota] GI:285741] 
At1g05300 metal transporter, putative (ZIP5) identical to putative metal transporter ZIP5 [Arabidopsis thaliana] 
gi|17385784|gb|AAL38432; similar to zinc transporter protein ZIP1 [Glycine max] 
gi|15418778|gb|AAK37761; member of the Zinc (Zn2+)-Iron (Fe2+) permease (ZIP) family, 
PMID:11500563 
At1g06950 chloroplast inner envelope protein-related similar to chloroplast inner envelope protein GI:1495767 from 
[Pisum sativum] 
At1g07350 transformer serine/arginine-rich ribonucleoprotein, putative similar to GB:Y09506 from [Nicotiana 
tabacum] (Plant Mol. Biol. 35 (3), 261-269 (1997)) 
At1g08325 bZIP family transcription factor contains Pfam profile: PF00170 bZIP transcription factor 
At1g09390 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein Similar to early nodulin ENOD8 [Medicago sativa] 
GI:304037, lanatoside 15'-O-acetylesterase [Digitalis lanata] GI:3688284, elicitor-induced glycoprotein 
iEP4 [Daucus carota] GI:1911765; contains InterPro Entry IPR001087 Lipolytic enzyme, G-D-S-L 
family 
At1g10970 metal transporter, putative (ZIP4) similar to Zn and Cd transporter ZNT1 [Thlaspi caerulescens] 
gi|7381054|gb|AAF61374; member of the Zinc (Zn2+)-Iron (Fe2+) permease (ZIP) family, 
PMID:11500563 
At1g11260 glucose transporter (STP1) nearly identical to glucose transporter GB:P23586 SP|P23586 from 
[Arabidopsis thaliana] 
At1g14200 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein contains Pfam profile: PF00097 zinc finger, C3HC4 
type (RING finger) 
At1g15010 expressed protein 
At1g15330 CBS domain-containing protein low similarity to SP|Q9MYP4 5'-AMP-activated protein kinase, gamma-3 
subunit (AMPK gamma-3 chain) (AMPK gamma3) {Sus scrofa}; contains Pfam profile PF00571: CBS 
domain 
At1g15600 hypothetical protein 
At1g17870 expressed protein contains 6 transmembrane domains; similar to predicted metalloproteases 
At1g18200 Ras-related GTP-binding family protein contains Pfam profile: PF00071 Ras family 
At1g18330 [AT1G18330,  myb family transcription factor contains Pfam profile: PF00249 myb-like DNA-binding 
domain];[AT3G10113,  myb family transcription factor contains Pfam profile: PF00249 myb-like 
DNA-binding domain] 
At1g19540 isoflavone reductase, putative similar to SP|P52577; contains isoflavone reductase domain PF02716 
At1g20380 prolyl oligopeptidase, putative / prolyl endopeptidase, putative / post-proline cleaving enzyme, putative 
similar to SP|P48147 Prolyl endopeptidase (EC 3.4.21.26) (Post-proline cleaving enzyme) {Homo 
sapiens}; contains Pfam profiles PF00326: prolyl oligopeptidase family, PF02897: Prolyl 
oligopeptidase, N-terminal beta-propeller domain 
At1g20440 dehydrin (COR47) identical to dehydrin COR47 (Cold-induced COR47 protein) [Arabidopsis thaliana] 
SWISS-PROT:P31168 
At1g20620 catalase 3 (SEN2) almost identical to catalase 3 SP:Q42547, GI:3123188 from [Arabidopsis thaliana]; 
identical to catalase 3 (SEN2) mRNA, partial cds GI:3158369 
At1g22600 hypothetical protein 
At1g23090 sulfate transporter, putative similar to sulfate transporter [Arabidopsis thaliana] GI:2285885; contains Pfam 
profiles PF00916: Sulfate transporter family, PF01740: STAS domain 
At1g25550 myb family transcription factor contains Pfam domain, PF00249: Myb-like DNA-binding domain 
Table 7 Down-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
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At1g27990 expressed protein 
At1g29940 DNA-directed RNA polymerase family protein similar to SP|P22138 DNA-directed RNA polymerase I 135 
kDa polypeptide (EC 2.7.7.6) (RNA polymerase I subunit 2) {Saccharomyces cerevisiae}; contains 
Pfam profiles PF04563; RNA polymerase beta subunit, PF04560: RNA polymerase Rpb2 domain 7, 
PF04561: RNA polymerase Rpb2 domain 2, PF04565: RNA polymerase Rpb2 domain 3, PF00562: 
RNA polymerase Rpb2 domain 6 
At1g31280 PAZ domain-containing protein / piwi domain-containing protein similar to SP|O04379 Argonaute protein 
(AGO1) {Arabidopsis thaliana}, SP|Q9XGW1 PINHEAD protein (ZWILLE protein) {Arabidopsis 
thaliana}; contains Pfam profiles PF02171: Piwi domain, PF02170: PAZ domain 
At1g49320 BURP domain-containing protein similarity to SP|Q08298 Dehydration-responsive protein RD22 precursor 
{Arabidopsis thaliana}; contains Pfam profile PF03181: BURP domain 
At1g49390 oxidoreductase, 2OG-Fe(II) oxygenase family protein similar to flavonol synthase GI:311658 from [Petunia 
hybrida], leucoanthocyanidin dioxygenase [Malus domestica][SP|P51091]; contains PF03171 
2OG-Fe(II) oxygenase superfamily domain 
At1g52220 expressed protein 
At1g52690 late embryogenesis abundant protein, putative / LEA protein, putative similar to SP|P13934 Late 
embryogenesis abundant protein 76 (LEA 76) {Brassica napus}; contains Pfam profile PF02987: Late 
embryogenesis abundant protein 
At1g52930 brix domain-containing protein contains Pfam domain, PF04427: Brix domain 
At1g54050 17.4 kDa class III heat shock protein (HSP17.4-CIII) contains Pfam profile: PF00011 Hsp20/alpha 
crystallin family; identified as class CIII in Scharf, K-D., et al,Cell Stress & Chaperones (2001) 6: 
225-237. 
At1g54870 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein C-terminal similar to dormancy related protein 
GI:1220178 from [Trollius ledebourii] 
At1g55490 RuBisCO subunit binding-protein beta subunit, chloroplast / 60 kDa chaperonin beta subunit / CPN-60 beta 
identical to SWISS-PROT:P21240- RuBisCO subunit binding-protein beta subunit, chloroplast 
precursor (60 kDa chaperonin beta subunit, CPN-60 beta) [Arabidopsis thaliana] 
At1g56720 protein kinase family protein contains protein kinase domain, Pfam:PF00069 
At1g60960 metal transporter, putative (IRT3) identical to putative metal transporter IRT3 [Arabidopsis thaliana] 
gi|17385796|gb|AAL38438; similar to iron-regulated transporter 1 [Lycopersicon esculentum] 
gi|9716481|gb|AAF97509; member of the Zinc (Zn2+)-Iron (Fe2+) permease (ZIP) family, 
PMID:11500563 
At1g63700 protein kinase, putative contains protein kinase domain, Pfam:PF00069; similar to MEK kinase (MAP3Ka) 
[Arabidopsis thaliana] gi|4204912|gb|AAD10848 
At1g65400 disease resistance protein (TIR class), putative domain signature TIR exists, suggestive of a disease 
resistance protein. 
At1g67480 kelch repeat-containing F-box family protein similar to SKP1 interacting partner 6 [Arabidopsis thaliana] 
GI:10716957; contains Pfam profiles PF01344: Kelch motif, PF00646: F-box domain 
At1g67700 expressed protein 
At1g67830 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein similar to early nodulin ENOD8 [Medicago sativa] GI:304037, 
elicitor-induced glycoprotein iEP4 [Daucus carota] GI:1911765, lanatoside 15'-O-acetylesterase 
[Digitalis lanata] GI:3688284; contains Pfam profile PF00657: Lipase/Acylhydrolase with GDSL-like 
motif 
At1g68670 myb family transcription factor contains Pfam domain, PF00249: Myb-like DNA-binding domain 
At1g68790 expressed protein 
At1g68920 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein contains Pfam profile: PF00010 helix-loop-helix 
DNA-binding domain 
At1g70420 expressed protein 
At1g72680 cinnamyl-alcohol dehydrogenase, putative similar to cinnamyl-alcohol dehydrogenase GB:AAC35846 
[Medicago sativa], SP|Q08350 [Picea abies] 
At1g73350 expressed protein 
At1g74310 heat shock protein 101 (HSP101) identical to heat shock protein 101 GI:6715468 GB:AAF26423 from 
[Arabidopsis thaliana] 
At1g75490 DRE-binding transcription factor, putative similar to DREB2A GB:BAA33794 GI:3738230 from 
[Arabidopsis thaliana] (Plant Cell 10 (8), 1391-1406 (1998)) 
At1g75750 gibberellin-regulated protein 1 (GASA1) / gibberellin-responsive protein 1 identical to SP|P46689 
Gibberellin-regulated protein 1 precursor {Arabidopsis thaliana}; supporting cDNA 
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gi|887938|gb|U11766.1|ATU11766 
At1g77120 alcohol dehydrogenase (ADH) identical to alcohol dehydrogenase GI:469467 from (Arabidopsis thaliana) 
At1g78820 curculin-like (mannose-binding) lectin family protein / PAN domain-containing protein similar to S locus 
glycoprotein [Brassica rapa] GI:12246840; contains Pfam profile PF01453: Lectin (probable mannose 
binding) 
At1g78860 curculin-like (mannose-binding) lectin family protein low similarity to Ser/Thr protein kinase [Zea mays] 
GI:2598067; contains Pfam profile PF01453: Lectin (probable mannose binding) 
At1g79140 expressed protein 
At1g80180 expressed protein 
At1g80615 ribosomal protein S15 family protein similar to ribosomal protein S15 GB:AAD36415 from [Thermotoga 
maritima] 
At2g01100 expressed protein 
At2g01870 [AT2G01870,  expressed protein];[AT2G01860,  pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 
contains Pfam profile PF01535: PPR repeat] 
At2g02130 plant defensin-fusion protein, putative (PDF2.3) plant defensin protein family member, personal 
communication, Bart Thomma (Bart.Thomma@agr.kuleuven.ac.be) 
At2g02740 transcription factor, putative similar to DNA-binding protein p24 [Solanum tuberosum] GI:9651810, Plant 
Transcriptional Regulator Pbf-2 [Solanum tuberosum] (GI:21730639, GI:21730638, GI:21730640, 
GI:21730637) 
At2g05520 glycine-rich protein (GRP) identical to glycine-rich protein; atGRP (GI:259447) [Arabidopsis thaliana] 
At2g05540 glycine-rich protein 
At2g15960 expressed protein 
At2g19320 expressed protein 
At2g20110 tesmin/TSO1-like CXC domain-containing protein similar to SP|Q9WTJ6 Tesmin (Metallothionein-like 5, 
testis-specific) {Mus musculus}; contains Pfam profile PF03638: Tesmin/TSO1-like CXC domain 
At2g20560 DNAJ heat shock family protein SP|Q9UDY4 DnaJ homolog subfamily B member 4 (Heat shock 40 kDa 
protein 1 homolog) {Homo sapiens}; contains Pfam profile PF00226: DnaJ domain 
At2g20940 expressed protein 
At2g22910 GCN5-related N-acetyltransferase (GNAT) family protein / amino acid kinase family protein similar to 
SP|P08205 Amino-acid acetyltransferase (EC 2.3.1.1) (N-acetylglutamate synthase) {Escherichia coli}; 
contains Pfam profiles PF00696: Amino acid kinase family, PF00583: acetyltransferase, GNAT family 
At2g23110 expressed protein 
At2g25510 expressed protein 
At2g28420 lactoylglutathione lyase family protein / glyoxalase I family protein contains glyoxalase family protein 
domain, Pfam:PF00903 
At2g30500 kinase interacting family protein similar to kinase interacting protein 1 (GI:13936326) [Petunia integrifolia]
At2g31980 cysteine proteinase inhibitor-related contains similarity to extracellular insoluble cystatin GI:2204077 from 
[Daucus carota] 
At2g32120 heat shock protein 70 family protein / HSP70 family protein similar to SP|P22953 Heat shock cognate 70 
kDa protein 1 (Hsc70.1) {Arabidopsis thaliana}; contains InterPro accession IPR001023: Heat shock 
protein Hsp70 
At2g34600 expressed protein 
At2g35300 late embryogenesis abundant group 1 domain-containing protein / LEA group 1 domain-containing protein 
contains Pfam domain, PF03760: Late embryogenesis abundant (LEA) group 1 
At2g35460 harpin-induced family protein / HIN1 family protein / harpin-responsive family protein similar to  
harpin-induced protein hin1 ( GI:1619321) [Nicotiana tabacum]; 
At2g36640 late embryogenesis abundant protein (ECP63) / LEA protein nearly identical to to LEA protein in group 3 
[Arabidopsis thaliana] GI:1526424; contains Pfam profile PF02987: Late embryogenesis abundant 
protein 
At2g36830 major intrinsic family protein / MIP family protein contains Pfam profile: MIP PF00230 
At2g37180 plasma membrane intrinsic protein 2C (PIP2C) / aquaporin PIP2.3 (PIP2.3) / water-stress induced tonoplast 
intrinsic protein (RD28) identical to plasma membrane intrinsic protein 2C SP:P30302 from 
[Arabidopsis thaliana] 
At2g37590 Dof-type zinc finger domain-containing protein 
At2g37780 DC1 domain-containing protein contains Pfam PF03107: DC1 domain 
At2g39090 tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein low similarity to prediabetic NOD sera-reactive 
autoantigen [Mus musculus] GI:6670773, anaphase-promoting complex subunit 7 [Homo sapiens] 
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GI:6180015; contains Pfam profile PF00515: TPR Domain 
At2g39120 expressed protein 
At2g39470 photosystem II reaction center PsbP family protein 
At2g41410 calmodulin, putative identical to SP|P30188 Calmodulin-like protein {Arabidopsis thaliana} 
At2g41690 heat shock transcription factor family protein contains Pfam profile: PF00447 HSF-type DNA-binding 
domain 
At2g42560 late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-containing protein low similarity to 
LEA protein [Glycine max] GI:1389897; contains Pfam profile PF02987: Late embryogenesis abundant 
protein 
At2g46240 IQ domain-containing protein / BAG domain-containing protein contains Pfam profiles PF00612: IQ 
calmodulin-binding motif, PF02179: BAG (Apoptosis regulator Bcl-2 protein) domain 
At2g46780 RNA recognition motif (RRM)-containing protein contains InterPro entry IPR000504: RNA-binding region 
RNP-1 (RNA recognition motif) (RRM) 
At2g47180 galactinol synthase, putative similar to galactinol synthase, isoform GolS-1 GI:5608497 from [Ajuga 
reptans] 
At2g47730 glutathione S-transferase 6 (GST6) identical to GB:X95295. Based on identical cDNA hits, the translation 
is now 40 AAs longer at the N-terminal, and start of exon2 is also corrected. 
At2g47770 benzodiazepine receptor-related contains weak similarity to Peripheral-type benzodiazepine receptor (PBR) 
(PKBS) (Mitochondrial benzodiazepine receptor) (Swiss-Prot:P30536) [Homo sapiens] 
At3g02040 [AT3G02040,  glycerophosphoryl diester phosphodiesterase family protein contains Pfam profile 
PF03009: Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase family];[AT3G02030,  hydrolase, alpha/beta 
fold family protein contains Pfam profile PF00561: hydrolase, alpha/beta fold family; contains 
non-consensus splice site (GC) at intron 10] 
At3g05260 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein contains INTERPRO family IPR002198 
short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) superfamily 
At3g05270 expressed protein similar to endosome-associated protein (EEA1) (GI:1016368) [Homo sapiens]; similar to 
smooth muscle myosin heavy chain (GI:4417214) [Homo sapiens; contains Pfam profile PF05911: 
Plant protein of unknown function (DUF869) 
At3g07820 polygalacturonase 3 (PGA3) / pectinase identical to polygalacturonase [Arabidopsis thaliana] GI:3152948 
At3g07940 zinc finger and C2 domain protein, putative similar to zinc finger and C2 domain protein GI:9957238 from 
[Arabidopsis thaliana];contains Pfam profile: PF01412 Putative GTP-ase activating protein for Arf 
At3g08970 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein low similarity to PIR|A47079|A47079 heat shock 
protein dnaJ - Lactococcus lactis; contains Pfam profile PF00226 DnaJ domain 
At3g09440 heat shock cognate 70 kDa protein 3 (HSC70-3) (HSP70-3) identical to SP|O65719 Heat shock cognate 70 
kDa protein 3 (Hsc70.3) {Arabidopsis thaliana} 
At3g10650 expressed protein 
At3g10740 glycosyl hydrolase family protein 51 similar to arabinoxylan arabinofuranohydrolase isoenzyme AXAH-II 
from GI:13398414 [Hordeum vulgare] 
At3g11964 S1 RNA-binding domain-containing protein similar to SP|Q05022 rRNA biogenesis protein RRP5 
{Saccharomyces cerevisiae}; contains Pfam profile PF00575: S1 RNA binding domain 
At3g12490 cysteine protease inhibitor, putative / cystatin, putative similar to PRLI-interacting factor M [Arabidopsis 
thaliana] GI:11139270, cysteine proteinase inhibitor [Brassica rapa] GI:762785; contains Pfam profile 
PF00031: Cystatin domain 
At3g12720 myb family transcription factor contains PFAM profile: PF00249 myb-like DNA binding domain 
At3g12955 auxin-responsive protein-related similar to indole-3-acetic acid induced protein arg7 (SP:P32295) [Vigna 
radiata] 
At3g12960 expressed protein  similar to seed maturation protein PM28 GB:AAD30427 from [Glycine max] 
At3g13400 multi-copper oxidase type I family protein similar to pollen-specific BP10 protein [SP|Q00624][Brassica 
napus]; contains Pfam profile: PF00394 Multicopper oxidase 
At3g13750 beta-galactosidase, putative / lactase, putative similar to beta-galactosidase precursor SP:P48980 from 
[Lycopersicon esculentum] 
At3g14210 myrosinase-associated protein, putative similar to GB:CAA71238 from [Brassica napus]; contains Pfam 
profile:PF00657 Lipase/Acylhydrolase with GDSL-like motif 
At3g15300 VQ motif-containing protein contains PF05678: VQ motif 
At3g15450 [AT3G15460,  brix domain-containing protein contains Pfam domain, PF04427: Brix 
domain];[AT3G15450,  expressed protein similar to auxin down-regulated protein ARG10 [Vigna 
radiata] GI:2970051, wali7 (aluminum-induced protein) [Triticum aestivum] GI:451193] 
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At3g15630 expressed protein 
At3g16050 stress-responsive protein, putative similar to ethylene-inducible protein HEVER [Hevea brasiliensis] 
SWISS-PROT:Q39963; contains Pfam domain, PF01680: SOR/SNZ family 
At3g16230 expressed protein similar to ASC-1 complex subunit P50 (GI:12061189) [Homo sapiens] 
At3g16520 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein contains Pfam profile: PF00201 
UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl transferase 
At3g17520 late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-containing protein low similarity to 
PIR|S04045|S04045 embryonic abundant protein D-29 [Gossypium hirsutum]; contains Pfam profile 
PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
At3g20210 vacuolar processing enzyme, putative / asparaginyl endopeptidase, putative similar to asparaginyl 
endopeptidase (VmPE-1) [Vigna mungo] GI:4589396; contains Pfam profile PF01650: Peptidase C13 
family; identical to cDNA vacuolar processing enzyme delta preproprotein (At3g20210)  GI:24850432
At3g20930 RNA recognition motif (RRM)-containing protein contains Pfam profile: PF00076 RNA recognition motif 
At3g21600 senescence/dehydration-associated protein-related similar to senescence-associated protein 12 
[Hemerocallis hybrid cultivar] gi|3551958|gb|AAC34857; similar to early-responsive to dehydration 
stress ERD7 protein [Arabidopsis thaliana] gi|15320412|dbj|BAB63916 
At3g23990 chaperonin (CPN60) (HSP60) identical to SWISS-PROT:P29197- chaperonin CPN60, mitochondrial 
precursor (HSP60) [Arabidopsis thaliana] 
At3g24500 ethylene-responsive transcriptional coactivator, putative similar to ethylene-responsive transcriptional 
coactivator [Lycopersicon esculentum] gi|5669634|gb|AAD46402 
At3g25010 [AT3G24954,  leucine-rich repeat family protein contains leucine rich-repeat domains Pfam:PF00560, 
INTERPRO:IPR001611];[AT3G24900,  disease resistance family protein / LRR family protein 
contains leucine rich-repeat domains Pfam:PF00560, INTERPRO:IPR001611; similar to Cf-2.2 
[Lycopersicon pimpinellifolium] gi|1184077|gb|AAC15780];[AT3G25010,  disease resistance family 
protein contains leucine rich-repeat (LRR) domains (23 copies) Pfam:PF00560, 
INTERPRO:IPR001611; similar to Hcr2-5D [Lycopersicon esculentum] 
gi|3894393|gb|AAC78596];[AT3G25020,  disease resistance family protein contains leucine 
rich-repeat (LRR) domains Pfam:PF00560, INTERPRO:IPR001611; similar to Hcr2-0B [Lycopersicon 
esculentum] gi|3894387|gb|AAC78593] 
At3g26850 expressed protein 
At3g27160 ribosomal protein S21 family protein contains Pfam profile: PF01165 ribosomal protein S21 
At3g27870 haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein similar to Potential phospholipid-transporting ATPase 
(EC 3.6.3.1) from {Mus musculus} SP|P98200, Homo sapiens SP|O43520, {Arabidopsis thaliana} 
SP|P98204; contains InterPro accession IPR005834: Haloacid dehalogenase-like hydrolase 
At3g42600 hypothetical protein 
At3g44750 histone deacetylase, putative (HD2A) contains Pfam domain, PF00096: Zinc finger, C2H2 type; identical to 
cDNA  putative histone deacetylase (HD2A) GI:11066134 
At3g46230 [AT3G46230,  17.4 kDa class I heat shock protein (HSP17.4-CI) identical to 17.4 kDa class I heat shock 
protein SP:P19036 from [Arabidopsis thaliana]];[AT3G46220,  expressed protein] 
At3g47800 [AT3G47800,  aldose 1-epimerase family protein similar to ALDOSE 1-EPIMERASE PRECURSOR 
GB:P05149 [SP|P05149] from [Acinetobacter calcoaceticus]; contains Pfam profile PF01263 Aldose 
1-epimerase];[AT3G47810,  calcineurin-like phosphoesterase family protein contains Pfam profile: 
PF00149 calcineurin-like phosphoesterase] 
At3g48580 xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / xyloglucan endotransglycosylase, putative / 
endo-xyloglucan transferase, putative similar to endoxyloglucan transferase EXGT-A4 GI:5139002 
from [Arabidopsis thaliana] 
At3g49150 F-box family protein contains F-box domain Pfam:PF00646 
At3g50770 calmodulin-related protein, putative similar to regulator of gene silencing calmodulin-related protein 
GI:12963415 from [Nicotiana tabacum] 
At3g50980 dehydrin, putative similar to dehydrin Xero 1 [Arabidopsis thaliana] SWISS-PROT:P25863 
At3g51660 macrophage migration inhibitory factor family protein / MIF family protein contains Pfam profile: PF01187 
Macrophage migration inhibitory factor family(MIF) 
At3g55080 SET domain-containing protein low similarity to ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small 
subunit N-methyltransferase I [Spinacia oleracea] GI:3403236; contains Pfam profile PF00856: SET 
domain 
At3g55330 photosystem II reaction center PsbP family protein contains Pfam profile PF01789: PsbP 
At3g56980 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 
Table 7 Down-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At3g58450 universal stress protein (USP) family protein contains Pfam PF00582: universal stress protein family 
At3g60360 expressed protein 
At3g63210 expressed protein identical to senescence-associated protein SAG102 (GI::22331931) [Arabidopsis 
thaliana] (unpublished); contains Pfam profile PF04570: Protein of unknown function (DUF581) 
At4g01990 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein low similarity to DNA-binding protein [Triticum 
aestivum] GI:6958202; contains Pfam profile PF01535: PPR repeat 
At4g02690 hypothetical protein low similarity to N-methyl-D-aspartate receptor-associated protein [Drosophila 
melanogaster] GI:567104, NMDA receptor glutamate-binding subunit [Rattus sp.] GI:8248741; 
contains Pfam profile PF01027: Uncharacterized protein family UPF0005 
At4g09730 DEAD/DEAH box helicase, putative RNA helicase -Mus musculus,PIR2:I84741 
At4g11660 heat shock factor protein 7 (HSF7) / heat shock transcription factor 7 (HSTF7) identical to heat shock factor 
protein 7 (HSF7) SP:Q9T0D3 from [Arabidopsis thaliana] 
At4g12600 ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family protein Similar to NHP2/L7Ae family proteins, see 
SWISSPROT:P32495 and PMID:2063628. 
At4g16110 two-component responsive regulator family protein / response regulator family protein similar to ARR2 
protein GI:4210451 from [Arabidopsis thaliana]; contains Pfam profile: PF00072 response regulator 
receiver domain 
At4g17110 expressed protein ; expression supported by MPSS 
At4g17340 major intrinsic family protein / MIP family protein contains Pfam profile: MIP PF00230 
At4g24040 glycosyl hydrolase family protein 37 / trehalase, putative similar to trehalase 1 GMTRE1 GI:4559292 from 
[Glycine max] 
At4g24770 31 kDa ribonucleoprotein, chloroplast, putative / RNA-binding protein RNP-T, putative / RNA-binding 
protein 1/2/3, putative / RNA-binding protein cp31, putative similar to SP|Q04836 31 kDa 
ribonucleoprotein, chloroplast precursor (RNA-binding protein RNP-T) (RNA-binding protein 1/2/3) 
(AtRBP33) (RNA-binding protein cp31) {Arabidopsis thaliana}; contains InterPro entry IPR000504: 
RNA-binding region RNP-1 (RNA recognition motif) (RRM) 
At4g25170 expressed protein 
At4g27530 expressed protein 
At4g27600 pfkB-type carbohydrate kinase family protein contains Pfam profile: PF00294 pfkB family carbohydrate 
kinase 
At4g28080 expressed protein 
At4g30360 cyclic nucleotide-regulated ion channel, putative (CNGC17) similar to cyclic nucleotide and 
calmodulin-regulated ion channel cngc5 GI:4581205 from [Arabidopsis thaliana] 
At4g30825 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein contains Pfam profile PF01535: PPR repeat 
At4g33020 metal transporter, putative (ZIP9) identical to putative metal transporter ZIP9 [Arabidopsis thaliana] 
gi|17385790|gb|AAL38435; similar to Zn and Cd transporter ZNT1 [Thlaspi caerulescens] 
gi|7381054|gb|AAF61374; member of the Zinc (Zn2+)-Iron (Fe2+) permease (ZIP) family, 
PMID:11500563 
At4g33540 metallo-beta-lactamase family protein 
At4g34950 nodulin family protein similar to nodulin-like protein [Arabidopsis thaliana] GI:3329368, nodule-specific 
protein Nlj70 [Lotus japonicus] GI:3329366 
At4g36440 expressed protein 
At4g36630 expressed protein 
At4g37180 myb family transcription factor contains Pfam domain, PF00249: Myb-like DNA-binding domain 
At4g38840 auxin-responsive protein, putative auxin-inducible SAUR gene, Raphanus sativus,AB000708 
At5g01920 protein kinase family protein contains eukaryotic protein kinase domain, INTERPRO:IPR000719 
At5g02050 mitochondrial glycoprotein family protein / MAM33 family protein low similarity to SUAPRGA1 
[Emericella nidulans] GI:6562379; contains Pfam profile PF02330: Mitochondrial glycoprotein 
At5g03180 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein various predicted proteins, Arabidopsis thaliana ; 
contains Pfam profile PF00097: Zinc finger, C3HC4 type (RING finger) 
At5g03370 acylphosphatase family contains Pfam PF00708: Acylphosphatase 
At5g03860 malate synthase, putative strong similarity to glyoxysomal malate synthase from Brassica napus 
[SP|P13244] 
At5g04950 nicotianamine synthase, putative similar to nicotianamine synthase [Lycopersicon 
esculentum][GI:4753801], nicotianamine synthase 2 [Hordeum vulgare][GI:4894912] 
At5g05410 DRE-binding protein (DREB2A) identical to DREB2A GI:3738230 from [Arabidopsis thaliana] ; supported 
by cDNA:gi_3738229_dbj_AB007790.1_AB007790 
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Table 7 Down-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At5g06760 late embryogenesis abundant group 1 domain-containing protein / LEA group 1 domain-containing protein 
low similarity to SP|P46515 11 kDa late embryogenesis abundant protein (DS11) {Helianthus annuus}; 
contains Pfam profile PF03760: Late embryogenesis abundant (LEA) group 1 
At5g06870 polygalacturonase inhibiting protein 2 (PGIP2) identical to polygalacturonase inhibiting protein 2 (PGIP2) 
[Arabidopsis thaliana] gi|7800201|gb|AAF69828; contains leucine rich-repeat (LRR) domains 
Pfam:PF00560, INTERPRO:IPR001611 
At5g07360 amidase family protein low similarity to  enantiomerase-selective amidase [Rhodococcus sp.] GI:152052; 
contains Pfam profile PF01425: Amidase 
At5g08260 serine carboxypeptidase S10 family protein similar to Serine carboxypeptidase II chains A and B 
(SP:P08819) (EC 3.4.16.6) [Triticum aestivum (Wheat)]; carboxypeptidase D - Triticum aestivum, 
PIR:A29639 
At5g11520 aspartate aminotransferase, chloroplast / transaminase A (ASP3) (YLS4) identical to SP|P46644 Aspartate 
aminotransferase, chloroplast precursor (EC 2.6.1.1) (Transaminase A) {Arabidopsis thaliana}; identical 
to cDNA YLS4 mRNA for aspartate aminotransferase (ASP3), partial cds GI:13122285 
At5g13220 expressed protein 
At5g13360 auxin-responsive GH3 family protein similar to auxin-responsive GH3 product [Glycine max] GI:18591; 
contains Pfam profile PF03321: GH3 auxin-responsive promoter 
At5g14780 formate dehydrogenase (FDH) identical to GI:7677266 
At5g15390 tRNA/rRNA methyltransferase (SpoU) family protein similar to SP|P19396 tRNA 
(Guanosine-2'-O-)-methyltransferase (EC 2.1.1.34) {Escherichia coli O157:H7}; contains Pfam profile 
PF00588: SpoU rRNA Methylase (RNA methyltransferase, TrmH) family 
At5g16620 hydroxyproline-rich glycoprotein family protein contains proline rich extensin domains, 
INTERPRO:IPR002965 
At5g18100 superoxide dismutase [Cu-Zn] / copper/zinc superoxide dismutase (CSD3) identical to copper/zinc 
superoxide dismutase GI:3273755 
At5g18480 [AT5G18470,  curculin-like (mannose-binding) lectin family protein contains Pfam profile: PF01453 
lectin (probable mannose binding)];[AT5G18475,  pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 
contains Pfam profile PF01535:  PPR repeat] 
At5g18670 beta-amylase, putative (BMY3) / 1,4-alpha-D-glucan maltohydrolase, putative almost identical to 
beta-amylase BMY3 GI:15149457 from [Arabidopsis thaliana]; identical to cDNA putative 
beta-amylase BMY3 (BMY3) GI:15149456 
At5g20170 expressed protein 
At5g22650 expressed protein non-consensus AT donor splice site at exon 3, AC acceptor splice site at exon 4; 
At5g23110 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein contains Pfam profile: PF00097 zinc finger, C3HC4 
type (RING finger) 
At5g23270 sugar transporter, putative similar to sugar transport protein [Arabidopsis thaliana] GI:16524, sugar 
transporter [Medicago truncatula] GI:1353516; contains Pfam profile PF00083: major facilitator 
superfamily protein 
At5g24980 ABC1 family protein contains Pfam domain, PF03109: ABC1 family 
At5g25610 dehydration-responsive protein (RD22) identical to SP|Q08298 Dehydration-responsive protein RD22 
precursor {Arabidopsis thaliana} 
At5g25820 exostosin family protein contains Pfam profile: PF03016 exostosin family 
At5g25980 glycosyl hydrolase family 1 protein contains Pfam PF00232 : Glycosyl hydrolase family 1 domain; 
TIGRFAM TIGR01233: 6-phospho-beta-galactosidase; identical to thioglucosidase (GI:871992) 
[Arabidopsis thaliana]; similar to myrosinase precursor (EC 3.2.3.1)(Sinigrinase) (Thioglucosidase) 
SP|P37702 from [Arabidopsis thaliana] 
At5g27600 AMP-binding protein, putative similar to AMP-binding protein (MF39P) gi:1617274 from Brassica napus, 
long-chain-fatty-acid--CoA ligase - Brassica napus, EMBL:Z72152; contains Pfam AMP-binding 
enzyme domain PF00501 
At5g37130 tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein contains Pfam profile PF00515 TPR Domain 
At5g40890 chloride channel protein (CLC-a) identical to GI:1742952 (gb|AAC05742.1) 
At5g41240 glutathione S-transferase, putative similar to glutathione S-transferase, GST 10b GB:CAA10662 
[Arabidopsis thaliana] 37349. 
At5g43380 serine/threonine protein phosphatase PP1 isozyme 7 (TOPP7) identical to SP|O82733 Serine/threonine 
protein phosphatase PP1 isozyme 7 (EC 3.1.3.16) {Arabidopsis thaliana} 
At5g43780 sulfate adenylyltransferase 4 / ATP-sulfurylase 4 (APS4) identical to ATP sulfurylase precursor (APS4) 
[Arabidopsis thaliana] GI:4633131 
Table 7 Down-regulated genes in both experiment 1 and experiment 2 
AGI code annotation 
At5g44260 zinc finger (CCCH-type) family protein contains Pfam domain, PF00642: Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H 
type (and similar) 
At5g45280 pectinacetylesterase, putative similar to pectinacetylesterase precursor GI:1431629 from [Vigna radiata] 
At5g46580 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein contains similarity to 67kD chloroplastic RNA-binding 
protein, P67.1 [Raphanus sativus] GI:9755886; contains Pfam profile PF01535: PPR repeat 
At5g49360 glycosyl hydrolase family 3 protein 
At5g50400 calcineurin-like phosphoesterase family protein contains Pfam profile: PF00149 calcineurin-like 
phosphoesterase 
At5g52430 hydroxyproline-rich glycoprotein family protein Common family member At4g25620 [Arabidopsis 
thaliana] 
At5g52640 heat shock protein 81-1 (HSP81-1) / heat shock protein 83 (HSP83) nearly identical to SP|P27323 Heat 
shock protein 81-1 (HSP81-1) (Heat shock protein 83) {Arabidopsis thaliana}; contains Pfam profiles 
PF02518: ATPase, histidine kinase-, DNA gyrase B-, and HSP90-like domain protein, PF00183: Hsp90 
protein 
At5g53460 glutamate synthase [NADH], chloroplast, putative similar to SP|Q03460 Glutamate synthase [NADH], 
chloroplast precursor (EC 1.4.1.14) (NADH- GOGAT) {Medicago sativa} 
At5g61700 ABC transporter family protein ABC family transporter, Entamoeba histolytica, EMBL:EH058 
At5g65140 trehalose-6-phosphate phosphatase, putative similar to trehalose-6-phosphate phosphatase (AtTPPB) 
[Arabidopsis thaliana] GI:2944180; contains Pfam profile PF02358: Trehalose-phosphatase 
At5g66400 dehydrin (RAB18) nearly identical to SP|P30185 Dehydrin Rab18 {Arabidopsis thaliana} 
At5g66780 expressed protein 
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３．２  硫黄欠乏条件下で発現が増加する遺伝子 
 
誘導される 155 の遺伝子から考えられる転写レベルでの硫黄欠乏応答を知る
ために、それらの遺伝子についてバイオインフォマティクスツール BiNGO 
(Biological Networks Gene Ontology tool; Maere et al., 2005) を用いて解析し、統計
学上有意に変動する Gene Ontology (GO) を抽出した。ある条件で抽出された遺
伝子群の中に統計学上有意に含まれる GO アノテーションをこのツールは超幾
何検定により選抜する。GO とは全生物共通の用語集であり、すべての遺伝子に
アノテーションのつけ分類する。ひとつの GO の下にはさらに詳しい説明のつ
いた GO が階層構造をとる。本解析ではバイオロジカルプロセスの下層に位置
する GO を示した。バイオロジカルプロセスのカテゴリーの最下層に位置する
３つの GO の中には、フラボノイド生合成に関する GO (p-value 7.18E-05)、脂肪
酸生合成に関する GO (p-value 4.03E-04) やスーパーオキシドラジカルの除去に
関する GO (p-value 7.04E-04) の中に含まれる遺伝子が、硫黄欠乏時に発現が増
加する 155 遺伝子の中に有意に多く含まれていることが分かった (Figure 10, 
Table 8)。 
硫黄欠乏条件下で誘導される遺伝子に含まれる 2 つの GO は、フラボノイド
生合成遺伝子とスーパーオキシドラジカルの除去遺伝子があった。この遺伝子
は硫黄欠乏条件下の葉のトランスクリプトーム解析においても議論されている
(Maruyama-Nakashita et al., 2003; Nikiforova et al., 2003)。superoxide dismutase 
(CSD1,At1g08830; CSD2, At2g28190) は、酸化ストレスであるオゾン処理下の植
物で誘導される事が報告されている (Kliebenstein et al., 1998)。フラボノイド生合
成 遺 伝 子 の 3 つ  (flavanone 3-hydroxylase,At3g51240; chalcone isomerase, 
At3g55120; dihydrokaempferol 4-reductase, At5g42800) は、酸化ストレスである過
酸化水素処理下の植物で誘導される事が報告されている (Vanderauwera et al., 
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2005)。種子は大量のタンパク質を蓄積し、それに伴い登熟後期のシロイヌナズ
ナ種子は、遊離アミノ酸の蓄積量が減少する事が報告されているので (Baud et 
al., 2002)、種子貯蔵タンパク質を蓄積するステージである登熟種子では葉や根よ
りも一層システイン蓄積量が硫黄欠乏条件下で減少すると考えられる。システ
インを含み、細胞の酸化還元レドックスに関わるグルタチオン蓄積が硫黄欠乏
時で減少した結果、酸化ストレスが誘導された可能性がある。もう一つの硫黄
欠乏条件下で誘導された遺伝子に含まれているGOに脂肪酸生合成遺伝子のGO
があった。この GO では、3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase III (KASIII, 
At1g62640) と putative acyl carrier protein (At5g27200) と 2 つの putative fatty acid 
desaturases (At5g16230 and At5g16240) が含まれていた。KASIII のシロイヌナズナ
過剰発現体は、登熟種子で顕著な脂肪酸蓄積量の増加は観察されていない 
(Dehesh et al., 2001)。またその他の 3 つの遺伝子は putative であることから、こ
の 4 遺伝子の増加は、種子での脂肪酸蓄積には関係しないかもしれない。デサ
チュラーゼとアノテーションされる 2 つのタンパク質は、蓄積した脂肪酸の不
飽和炭素鎖を増加する事に関与する可能性がある。硫黄欠乏条件下で誘導され
たと考えられる酸化ストレス環境下で細胞膜の流動性を改善するのかもしれな
い。硫黄欠乏条件下で増加する 155 遺伝子には上記の GO に含まれる遺伝子以
外にも酸化ストレスに応答して誘導したと考えられる遺伝子である putative 
isoflavone reductase (At1g75280) と putative dehydroascorbate reductase (At1g75270)、
methionine sulfoxide reductase domain-containing protein (At4g04830) が含まれてい
た (Table 6)。いずれも硫黄欠乏種子が酸化ストレス状態にあることを示唆する。 
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p-value
Figure 10. Gene Ontology (GO) network up-regulated under sulfur deficiency in seeds. A statistical 
GO analysis was conducted using a publicly available bioinformatics tool (BiNGO). Three GO terms are 
located in the lowest categories of the biological process hierarchy. Each colored circle shows GO term 
characterized by a significantly high occurrence in the up-regulated genes under sulfur deficiency.  Each 
white circle shows the upper GO term. Table 6 gives the gene names included in both the GO terms and the
up-regulated genes. 
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Table 8 Gene ontology (GO) terms in the up-regulated genes under sulfur deficiency 
GO-ID p-valuea Number 
of genes  
Total number 
of genesb 
Description Genes in up-regulated gene set 
9813 7.18E-05 4 38 flavonoid biosynthesis At3g19010, oxidoreductase  
At3g51240, flavanone 3-hydroxylase (F3H) 
At3g55120, chalcone isomerase (CHI) 
At5g42800, dihydrokaempferol 4-reductase (DFR) 
6633 4.03E-04 4 59 fatty acid biosynthesis At1g62640, 3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase III (KAS III) 
At5g16230, putative acyl-(acyl-carrier-protein) desaturase  
At5g16240, putative acyl-(acyl-carrier-protein) desaturase 
At5g27200, putative acyl carrier protein (ACP5) 
19430 7.04E-04 2 7 removal of superoxide 
radicals 
At1g08830, copper/zinc superoxide dismutase (CSD1) 
At2g28190, copper/zinc superoxide dismutase (CSD2) 
aBiNGO program extracted statistically induced GO terms. GO terms located in the lowest categories of the biological process hierarchy were shown.  
bThe total number of the genes included in the GO term. 
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３．３  硫黄欠乏条件下で発現が減少する遺伝子 
 
硫黄欠乏条件下で発現が減少する遺伝子について第三章二節と同様に GO 解
析を行った。バイオロジカルプロセスのカテゴリーの中では、被子植物の胚と
種子形成に関わる GO (p-value 3.35E-08) に含まれる遺伝子とストレス応答に関
わる GO (p-value 7.06E-05) が硫黄欠乏条件下で発現が減少する 207 遺伝子の中
に有意に多く含まれていることが分かった (Figure 11, Table 9)。  
硫黄欠乏条件下で発現が減少する 207 遺伝子の中には、被子植物の胚と種子
形成に関する GO に含まれる遺伝子が有意に多く含まれていた。Cairns ら (2006)  
は、グルタチオン合成酵素の欠損株を用いて、システインから合成されるグル
タチオンの蓄積は胚の発達と種子の成熟に必要不可欠であることを示した。本
解析で硫黄欠乏条件下の登熟種子はグルタチオン蓄積が減少したと考えられる。
その結果、胚の発達が抑制され、種子と胚形成に関する GO が減少したと考え
られる。またストレス応答する GO に含まれる遺伝子の発現が減少した。Table 9
に示した 11 遺伝子の遺伝子発現が硫黄欠乏条件下で減少した。一見、ストレス
条件下である硫黄欠乏条件では誘導されても良い GO である。この事を検証す
る為に、以下のバイオインフォマティクス解析を行った。 
近年、世界中で DNA マイクロアレイを用いたシロイヌナズナの遺伝子発現の
解析が進んでいる。そのトランスクリプトーム解析のデータは膨大であるが、
バイオインフォマティクス技術によりオンラインでまとめて解析することがで
きる。スイスのサーバーGenevestigator では、登録された 2507 枚のアレイデータ
を総合して解析できる (2007 年 1 月)。Genevestigator サーバーに登録されたマイ
クロアレイデータに対して、硫黄欠乏条件下で減少する被子植物の胚と種子形
成に関するGOに含まれる 6つのLEAタンパク質の遺伝子発現を調べたところ、
登熟種子のみで遺伝子発現が検出され、植物の各成長ステージの葉や根、花序
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をサンプルとしたトランスクリプトーム解析からは検出されなかった。同様に
ストレス応答する GO に含まれる 11 遺伝子の中で 5 遺伝子  (At1g01179, 
At3g50950, At3g58440, At5g14780, At5g18100) は登熟種子で遺伝子発現が一番強
い事が分かった。よって、ストレス応答する GO に含まれる遺伝子の減少の半
分は、胚と種子の形成が硫黄欠乏条件下の転写段階で抑制されたことにより説
明できる。 
 
 
 
 
p-value
Figure 11. Gene Ontology (GO) network down-regulated under sulfur deficiency in seeds. A statistical 
GO analysis was conducted using a publicly available bioinformatics tool (BiNGO). Two GO terms are 
located in the lowest categories of the biological process hierarchy. Each colored circle shows GO term 
characterized by a significantly high occurrence in the down-regulated genes under sulfur deficiency.  Each 
white circle shows the upper GO term. Table 7 gives the gene names included in both the GO terms and the
down-regulated genes. 
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Table 9 Gene ontology terms in the down-regulated genes under sulfur deficiency 
GO-ID p-valuea Number 
of genes 
Total number 
of genesb 
Description Genes in down-regulated gene set 
9793 3.35E-08 6 25 embryonic development 
(sensu Magnoliophyta) 
At1g52690, late embryogenesis abundant (LEA) protein 
At2g35300, late embryogenesis abundant (LEA) protein 
At2g36640, late embryogenesis abundant (LEA) protein 
At2g42560, late embryogenesis abundant (LEA) protein 
At3g17520, late embryogenesis abundant (LEA) protein 
At5g06760, late embryogenesis abundant (LEA) protein 
6950 7.06E-05 11 334 response to stress At1g01170, similar to stress-related ozone-induced protein 
At1g20440, dehydrin (COR47) 
At1g54050, 17.4 kDa class III heat shock protein 
At1g74310, heat shock protein 101 
At3g09440, heat shock cognate 70 kDa protein 3 
At3g50980, putative dehydrin 
At3g51660, macrophage migration inhibitory factor family protein 
At3g58450, universal stress protein 
At5g05410, Transcription factor that specifically binds to DRE/CRT cis 
elements 
At5g14780, formate dehydrogenase (FDH) 
At5g18100, copper/zinc superoxide dismutase (CSD3) 
aBiNGO program extracted statistically induced GO terms. GO terms located in the lowest categories of the biological process hierarchy were shown.  
bThe total number of the genes included in the GO term. 
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３．４  種子貯蔵タンパク質蓄積量と遺伝子発現 
 
種子貯蔵タンパク質とその蓄積に関与する遺伝子についてトランスクリプト
ーム解析の結果をまとめた (Table 10)。4 つの 12S グロブリンと 5 つの 2S アル
ブミン、3 つの VPE、1 つの vacuolar sorting receptor (VSR) について表にまとめ
た。12S グロブリンと VPE、 VSR の遺伝子発現は硫黄欠乏条件で変化が無かっ
た。2S アルブミンは、At2S1 と At2S2、At2S3 では変化が無かったが、At2S4 と
At2S5 では減少傾向が観察された。 
硫黄欠乏条件下でタンパク質蓄積量が減少したタンパク質 (At2S3 と At12S3) 
は、遺伝子発現量に顕著な減少は観察されなかった。したがって、硫黄欠乏条
件下におけるシロイヌナズナ種子貯蔵タンパク質の蓄積量減少は、転写段階よ
りも翻訳、翻訳後の段階で制御される事が示唆された。
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Table 10 Expression analysis of seed storage proteins and the genes related to their 
accumulation. 
 Relative intensity (S-/S+) 
 AGI code Experiment 1 Experiment 2
12S globulins and 2S albumins     
At12S1 At4g28520 0.924 0.958
At12S2 At1g03890 0.927 0.892
At12S3 At1g03880 0.796 0.929
At12S4 At5g44120 0.978 0.900
At2S1 At4g27140 0.943 0.865
At2S2 At4g27150 0.938 0.782
At2S3 At4g27160 0.924 0.892
At2S4 At4g27170 0.669 0.867
At2S5 At5g54740 0.609 0.839
    
Vacuolar processing enzyme (VPE) and vacuolar sorting receptor (VSR) 
alpha-VPE At2g25940 1.198 0.695
beta-VPE At1g62710 0.918 1.071
gamma-VPE At4g32940 1.159 1.445
AtVSR1 At3g52850 0.984 1.176
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総合考察 
 
１．12S グロブリンの C 末端領域が順次断片化していることの意義 
 
本研究により、12S グロブリンのα とβサブユニットは C 末端領域が断片化し
ていることを明らかにした。断片化領域は、立体構造解析で折りたたまれた構
造の外側に位置したので (Figure 6)、翻訳後切断は未同定のプロテアーゼにより
行われた事が原因であると考えられる。種子貯蔵タンパク質は登熟種子で翻訳
後プロセシングをうける。このプロセシングは、タンパク質を輸送する為と複
合体を組み立てる為に行われる。前駆体タンパク質はタンパク質貯蔵液胞にて
エンドペプチダーゼ VPE で切断され、αサブユニットとβサブユニットになる
(Hara-Nishimura et al., 1993)。このプロセシングはタンパク質複合体の立体構造を
少し変化させ、より安定した構造にする (Adachi et al., 2003)。その結果、ペプチ
ダーゼによって切断をうけにくくなる。Shutov ら (1996) は、in vitro でダイズグ
ロブリンをトリプシンにて消化すると限定した領域でプロテオリシスが起こる
ことを報告した。切断領域は、αサブユニットの内部とαサブユニットの C 末端
であることを推定したが、詳細な分子種同定は成されていない。本研究により
シロイヌナズナ 12S グロブリンの切断領域は、αサブユニットの内部 (スポット
D15) と、αとβ両サブユニットの C 末端領域である事を分子種解析にて決定した 
(Table 1)。これらの領域はすべてダイズグロブリンの disordered 領域に相同する。
この結果は、12S グロブリンがシロイヌナズナの in vivo で disordered 領域の限定
分解を受けていることを示唆している。発芽時に種子貯蔵タンパク質を分解す
る為に登熟過程の種子は大量のプロテアーゼを蓄積する (Muntz et al., 2001)。種
子細胞内に高蓄積するプロテアーゼが登熟過程で種子貯蔵タンパク質の
disordered 領域を断片化し、プロテアーゼで切断を受けにくい成熟した種子タン
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パク質を形成し、貯蔵に適した強固でコンパクトな立体構造にすると考えられ
る。  
 
２．シロイヌナズナ種子貯蔵タンパク質の硫黄欠乏応答 
 
よく知られている硫黄同化経路の代謝制御のみではなく(Saito, 2000; Saito, 
2004; Hirai et al., 2004)、硫黄欠乏は種子貯蔵タンパク質蓄積量にも変化をもたら
す (Higgins et al., 1986; Hirai et al., 1995; Naito et al., 1994a; Tabe and Droux, 2002)。
本研究では、種子タンパク質の硫黄欠乏応答について翻訳後修飾を含む分子レ
ベルで解析した。  
シロイヌナズナは含硫アミノ酸含量の低いダイズβ-conglycinin β-subunit の遺
伝子発現を硫黄欠乏条件下で誘導するメカニズムを有する (Hirai et al., 1995)。同
貯蔵タンパク質のプロモーター領域 (bSR) は、植物ホルモンであるサイトカイ
ニンを外から投与したシロイヌナズナの葉や根において誘導される事が報告さ
れている (Ohkama et al., 2002)。本研究にて行ったトランスクリプトーム解析で
遺伝子発現が誘導される 155 遺伝子にはサイトカイニン合成酵素 (AtIPT1, 
At1g68460) が含まれていた (Table 6)。プロテオーム解析の結果硫黄欠乏条件下
で誘導される内在性貯蔵タンパク質遺伝子は存在しなかったが、シロイヌナズ
ナは、サイトカイニンで誘導され、含硫アミノ酸含量の低いタンパク質を硫黄
欠乏条件下で誘導する能力を有する事が示唆された。 
At12S3 と At2S3 の蓄積は硫黄欠乏条件下で減少したが、遺伝子発現量は減少
しなかった (Table 10)。含硫アミノ酸含量の高い種子貯蔵タンパク質の蓄積量が、
硫黄欠乏条件下で転写段階よりも翻訳、翻訳後の段階で制御される事を示唆す
る。この結果は、過去にあるシロイヌナズナの 2S アルブミンの結果と同じだが
(Naito et al., 1994)、エンドウやイネの報告とは異なる (Chandler et al., 1984; 
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Higgins et al., 1986; Hagan et al., 2003)。エンドウにおいて硫黄欠乏で登熟途中の
種子中のアミノアシル-tRNA に占めるメチオニル-tRNA とシステイニル-tRNA
量には変動がない事と総アミノアシル-tRNA 量は硫黄欠乏条件下で 40%に減少
した事が報告されている (Macnicol, 1983)。総 tRNA 量の減少が翻訳効率の低下
につながるのかもしれない。本解析で GeneChip を用いたマイクロアレイ解析に
より、4 つの 12S グロブリンアイソフォームの中では At12S3 のシグナル強度が
最も強かった。二次元電気泳動の結果では、At12S3 の蓄積量は、At12S1 と At12S4
と比較して低い。よって、At12S3 はその他のアイソフォームと比べてタンパク
質の翻訳効率が悪いと考えられる。  
 
３．硫黄欠乏条件下で C 末端断片化が抑制される生理学的意義 
 
硫黄欠乏条件下でグルタミン酸残基の連続する配列における C 末端断片化が
抑制された。At12S4 αサブユニットは 269 残基から 275 残基にタンデムに 6 つ
グルタミン酸残基が連続する領域がある。また At12S1 βサブユニットでは、519
残基と 520 残基に 2 つグルタミン酸残基が連続する領域がある。このように酸
性アミノ酸が連続する領域はダイズグロブリンなど他植物種の貯蔵タンパク質
にも見られる。At12S4 αサブユニット由来の 4 スポット (D10-12, D14) の硫黄欠
乏条件での減少は、このグルタミン酸残基の領域で C 末端断片化が抑制された
為と考えられる。さらに At12S1 βサブユニット由来のスポット E3 の増加は
(Figure 9)、2 つの C 末端グルタミン酸残基がこのスポットには残っているので
グルタミン酸残基のC末端断片化が抑制されたためであると考える事ができる。 
グルタミン酸を配列内に多く含む late embryogenesis abundant (LEA) タンパク
質の蓄積量を保つ事が硫黄欠乏ストレスによるグルタミン酸残基の C 末端プロ
セシングの制御にかかわっているかもしれない。LEA タンパク質は、乾燥する
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完熟種子において細胞の機能を保つのに必要な親水性に富むタンパク質である。
本解析のトランスクリプトーム解析で、胚と種子の形成に関する GO に含まれ
る 2 つの LEA タンパク質 (At2g42560 and At3g17520) の遺伝子発現が減少した
(Table 9)。この遺伝子のタンパク質蓄積量 (spots O1 and O4) はプロテオーム解
析の結果、変化が観察されなかった (Table 1)。LEA タンパク質はグルタミン酸
残基を多く含むタンパク質である (スポット O1 と O4 の総アミノ酸残基の約
14%）。グルタミン酸残基を多く含むタンパク質はタンパク質の立体構造で安定
した構造を形成しない disordered 領域を呈する例が報告されている 
(Batra-Safferling et al., 2006)。シロイヌナズナの LEA タンパク質はグルタミン酸
残基を多く含んでいるので、立体構造がゆるく、12S グロブリンの場合と同様に
グルタミン酸残基を切断するペプチダーゼによって切断を受けやすい可能性が
ある。LEA タンパク質の一定量の蓄積は、正常な種子の成熟に必要不可欠であ
ると報告があるので (Manfre et al., 2006)、硫黄欠乏条件下ではグルタミン酸ペプ
チダーゼの活性が減少して LEA タンパク質の蓄積量を維持するのかもしれない。
このタンパク質分解系は種子に高蓄積する 12S グロブリンのアミノ酸配列の中
で立体構造の外に位置するグルタミン酸残基における C 末端プロセシング 
(spots D10-D12, D14 and E3) も行っており、硫黄欠乏条件下で断片化が抑制され
る理由を説明できる。  
 
４．硫黄欠乏条件下で増加した 12S グロブリン前駆体について 
 
At12S4 前駆体タンパク質 (spots J2 and J3) の蓄積量は硫黄欠乏条件下のシロ
イヌナズナ種子で増加した。このスポットは過去に報告のある硫黄欠乏条件下
で増加する未同定の 55 kDa タンパク質であると考えられる (Hirai et al., 1995)。
同様に 12S グロブリン前駆体の異常な高蓄積を示す変異株がいくつか知られて
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いる。12S グロブリン前駆体をαサブユニットとβサブユニットにプロセシング
するVPEを欠損したシロイヌナズナ変異株や (Gruis et al., 2002, 2004; Shimada et 
al., 2003a)、12S グロブリン前駆体を小胞体からタンパク質貯蔵液胞に輸送する
受容体である VSR を欠損したシロイヌナズナ変異株や (Shimada et al., 2003b)、
タンパク質のフォールディングに関するジスルフィドイソメラーゼを欠損した
イネ変異株 (Takemoto et al., 2002) がある。これらのタンパク質の活性減少が、
硫黄欠乏条件下で At12S4 前駆体が増加する事に関与するのかもしれない。VPE
と VSR の遺伝子発現は硫黄欠乏条件下で減少しなかったので (Table 10)、転写
の段階でこの遺伝子が制御されたわけではないと考えられる。シロイヌナズナ
に 4 遺伝子ある VPE はシステインプロテアーゼである。シロイヌナズナゲノム
にコードされ、ペプチダーゼとアノテーションされる遺伝子は 642 個ある。こ
れらのアミノ酸配列に含まれるシステインとメチオニン含量を算出したところ、
VPE を含むシステインプロテアーゼの含硫アミノ酸含量 (5.3±1.0%) は、セリ
ンペプチダーゼ (3.3±0.5%) やアスパラギン酸ペプチダーゼ (4.9±0.8%)、カル
ボキシペプチダーゼ (3.9±0.7%) より高い事が分かった。硫黄欠乏条件下で含
硫アミノ酸含量の比較的高いβVPE  (5.35%) の翻訳効率が低下した可能性が考
えられる。 
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総 括 
 
本研究では、ポストゲノム手法であるプロテオーム解析とトランスクリプト
ーム解析を行うことにより、モデル植物であるシロイヌナズナ (Arabidopsis 
thaliana) の種子貯蔵タンパク質の蓄積形態と硫黄欠乏応答を調べた。まず、二
次元電気泳動法と質量分析法により、通常条件で栽培したシロイヌナズナ種子
に蓄積する 96%のタンパク質は 12Sグロブリンと 2Sアルブミンである事と、12S
グロブリンの N 末端は断片化せず C 末端は断片化した分子種である事を明らか
にした。またホモロジーモデリング法を用いた立体構造解析により、断片化す
る C 末端領域は三量体の外側に位置する事を示した。次に硫黄欠乏条件下の種
子タンパク質を二次元電気泳動法で解析することにより、12S グロブリンの C
末端断片化が抑制される事と、含硫アミノ酸含量の高い貯蔵タンパク質の蓄積
量が減少する事を示した。次に硫黄欠乏条件下の登熟種子についてトランスク
リプトーム解析を行い、硫黄欠乏種子は転写レベルで酸化ストレスに応答する
事と胚と種子の形成が阻害される事を示唆した。本研究により、シロイヌナズ
ナ種子タンパク質は転写、翻訳、翻訳後の各段階で硫黄欠乏に応答する事が明
らになった。今後、機能性の優れた穀物と豆類を作出する理論的なアプローチ
に応用されると期待できる。 
  
 
63
  
謝 辞 
 
本研究を遂行するにあたり、終始ご指導ご鞭撻を賜りました千葉大学大学院
薬学研究院遺伝子資源応用研究室 斉藤和季教授に謹んで御礼申し上げます。 
 
また、数多くの貴重なご助言、ご協力を頂きました千葉大学大学院薬学研究
院遺伝子資源応用研究室 野路征昭博士ならびに山崎真巳博士に心より御礼申
し上げます。 
 
理化学研究所植物科学研究センターの平井優美博士には本研究の全般にわた
り有益な助言を頂き、特に硫黄欠乏実験とプロテオーム解析に際して具体的な
ご指導を頂きました。北海道大学大学院農学研究院の内藤哲教授にはトランス
ジェニックシロイヌナズナを提供して頂き、また本研究中に貴重なご助言を頂
きました。東京大学大学院農学研究院の藤原徹博士には硫黄欠乏実験について
有益な助言を頂きました。東京大学医科学研究所の大林武博士ならびに理化学
研究所植物科学研究センターの峠隆之博士には、特にトランスクリプトーム解
析のデータ処理について有益な助言を頂きました。あらためて厚く御礼申し上
げます。 
 
 また、本研究に御協力して頂いた遺伝子資源応用研究室の皆様に感謝いたし
ます。 
  
最後に、私をささえてくれた家族ならびにお世話になった方々に心より感謝
申し上げます。 
64
  
実験の部 
 
１．植物材料 
シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) コロンビア野生型株 (Col-0) およびメ
チオニン過剰蓄積変異株 mto1-1 (Inaba el al., 1994) をそれぞれ硫黄欠乏条件下お
よび通常条件下で栽培し、完熟種子を得た。培地は MGRL 培地を用いた。種子
は無菌的に MGRL 寒天培地に播き 22oC、16 時間／8 時間の明暗サイクルで栽培
した。播種後 1 週のシロイヌナズナ植物体を、ロックウール (Nittobo, Tokyo, 
Japan) に移植した。MGRL 液体培地 (硫酸イオン濃度, 1.5 mM)、硫酸塩を塩酸
塩に置換した硫酸欠乏 MGRL 液体培地 (硫酸イオン濃度, 30 µM) にて生育させ、
約2ヵ月後、完熟種子を採集した。液体培地は週に2回与えた (Hirai et al., 1995)。 
 
MGRL 培地    
NaH2PO4 1.5 mM MnCl2 10.3 µM 
Na2HPO4 0.255 mM ZnCl2 1.01 µM 
Ca(NO3)2 2.0 mM CaCl2 0.96 µM 
KNO3 3.0 mM H3BO4 30 µM 
MgSO4 1.5 mM (NH4)6Mo7O24 24.3 nM 
NaFe EDTA 8.65 µM CoCl2 0.126 µM 
硫酸欠乏 MGRL 培地の場合、MGRL 培地の 1.5 mM MgSO4 を 
30 µM MgSO4 および 1.5 mM MgCl2 とする。 
 
２．タンパク質抽出 
完熟種子は液体窒素中で破砕し、種子粉末 1 mg に対して 80 µl の thiourea/urea
リシス緩衝液 (7 M urea (Wako, Tokyo, Japan)、2 M thiourea (Merck, Darmstadt, 
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Germany)、4% (w/v) 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonic acid 
(CHAPS, Wako)、2% (v/v) Ampholine pH 3.5-10 (Amersham Biosciences, Uppsala, 
Sweden)、65 mM dithiothreitol (Wako)、Protease inhibitor cocktail tablet ‘Complete 
Mini’ (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 、 5% polyvinylpolypyrrolidone 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)) を用い、タンパク質の抽出を行った。氷上
にて 3 分間攪拌した後、遠心分離により (18000 g, 15 min, 4oC) 上清を得た。再
度遠心分離を行い、上清を得て、タンパク質抽出液を調製した。Bradford 法 
(Bradford, 1976) に基づき、牛血清アルブミン (BSA) を内部標準としてタンパク
質の濃度を相対的に定量した。 
 
３．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE) 法 (SDS-PAGE) 
 SDS-PAGE (Laemmli, 1970) は、15%ポリアクリルアミド濃度 (アクリルアミ
ド : ビスアクリルアミド = 37.5 : 1) のゲルを用いた。総タンパク質 15 µg に相
当するタンパク質抽出液をゲル一枚当たり 15 mA にて電気泳動で分離し、Quick 
CBB (Wako) を用いてクマシーブリリアントブルー染色を行った。分子量の決定
には、分子量マーカーLMW Kit (Amersham Bioscience) を用いた。 
 
４．二次元電気泳動 (一次元目) 
二次元電気泳動操作は基本的に Amersham Bioscience のプロトコール (2-D 
Electrophoresis PRINCIPALES & METHODS) に従った。総タンパク質 350 µg に
相当するタンパク質抽出液を thiourea/ureaリシス緩衝液で150 µlにメスアップし
た。さらに、200 µl の膨潤用溶液 (8 M urea、2% (w/v) CHAPS、2% (v/v) IPG Buffer 
(pH 3-10 nonlinear, Amersham Biosciences)、0.28% DTT、trace Bromophenol blue 
(Kanto Kagaku, Tokyo, Japan)) を加え、膨潤サンプルとした。 
膨潤サンプルは IPG ストリップ  (Immobiline™ DryStrip pH3-10NL 18 cm, 
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Amersham Biosciences) と膨潤トレイ (Amersham Bioscience) にて接触させ、4oC
で 14 時間膨潤させた。 
等電点電気泳動は、Multiphor II Electrophoresis Unit (Amersham Bioscience) を用
いて行った。IPG ストリップに対して最初は 50 V の電圧を保持した。2 時間泳
動し、その後は 15 分ごとに 500 V ずつ電圧を上昇させ、最終的に 3000 V にて 9
時間電気泳動を行った。 
 
５．IPG ストリップの平衡アルキル化 
IPG ストリップの平衡化では、IPG ストリップ一本につき 10 ml の平衡化用溶
液 (50 mM Tris-HCl (pH 8.8)、6 M urea、30% (v/v) glycerol (Wako)、2% SDS、1% 
DTT、trace Bromophenol blue) を加え、15 分間振とうした。続いて、同様に IPG
ストリップのアルキル化では、IPG ストリップ一本につき 10 ml のアルキル化用
溶液(50 mM Tris-HCl (pH 8.8)、6 M urea、30% (v/v) Glycerol、2% SDS、2.5% 
Iodoacetamide、trace Bromophenol blue) を加え、15 分間振とうした。 
 
６．二次元電気泳動 (二次元目) 
平衡アルキル化された IPG ストリップは、15%アクリルアミド  (15%  
acrylamide、0.4% N,N’-methylenebisacrylamide、375 mM Tris-HCl (pH8.8)、0.1% SDS、
0.05% Ammonium persulfate、0.033% TEMED) を用いて SDS-PAGE を行った。
Hoefer DALT system (Amersham Biosciences) 及び二次元電気泳動システム 
(ATTO, Tokyo, Japan) 10 mV/gel で 15 分、その後、30 mV/gel で約 8 時間泳動し、
色素がゲルの下端から約 1 mm の距離に到達した時に泳動を停止した。分子量マ
ーカーとして LMW Kit (Amersham Biosciences) を用いた。 
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７．ゲル染色 
クマシーブリリアントブルーR250 (CBB) 染色は QuickCBB (和光純薬) を用
いた。自動染色機 (ATTO) にて染色した。 
 
８．スポット解析 
染色したゲルは、イメージングシステム GS-800 Calibrated Densitometer 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) にてスキャンし、二次元電気泳動解析ソフトウェ
ア PDQuest (Bio-Rad) を用いて画像解析を行った。独立した三回の硫黄欠乏条件
下で植物を栽培し、種子から得られるタンパク質を通常条件下と比較した。蓄
積量の多く再現性のある 53 個のスポットを基に蓄積量を算出し、Student’s t-test
で統計学的に有意に増減するタンパク質スポットを解析した。 
 
９．ゲル内消化 
同定したいスポットは直径 1 mm の大きさにゲル片を切り出し、200 µl の蒸留
水 (HPLC grade, Wako) にて 15 分間 2 回洗浄した。200 µl の 100 mM NH4HCO3 / 
50% アセトニトリル (HPLC grade, Wako) を加え 15 分間 2 回時々攪拌を行い、
ゲル内の色素を除いた。100 µl のアセトニトリルを加え、10 分間時々攪拌した
後、溶媒を取り除き、30 分間ゲル片を遠心エバポレーター (SAKUMA, Tokyo, 
Japan) にて乾燥した。 
ゲル片を 4oC に冷却後、20 から 50 µl の酵素溶液 (50 mM NH4HCO3、5 mM 
CaCl2、12.5 ng/µl トリプシン (sequence grade, Promega, Madison, WI, USA)) を加
え、4oC で 45 分間ゲル片を膨潤させた。余分な酵素溶液を除いた後、50 µl の反
応用緩衝液 (50 mM NH4HCO3、5 mM CaCl2) を加えた。37oC で 16 時間インキ
ュベートした。 
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10．ペプチド回収、脱塩 
インキュベート後の反応用緩衝液を回収した。ゲル片には 100 µl の 0.1% TFA / 
50%アセトニトリルを加え 15 分間ペプチドを抽出した。抽出液は反応用緩衝液
に混合した。ペプチド抽出は 2 回行い、二回目は 15 分間超音波処理を行った。
集めたペプチド溶液を遠心乾燥した後、30 µL の 0.1% TFA 溶液に再度ペプチド
を溶解させた。ZipTip C18 (Millipore, Bedford, MA, USA) にて脱塩処理を行った。
方法はプロトコールに準じた。 
 
11．MALDI-TOF 質量分析法による解析 
脱塩処理後のペプチド溶液をマトリックス支援レーザー脱離イオン化-飛行時
間型 (MALDI-TOF) 質量分析計 AXIMA-CFR (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan) 
を使用して分析した。マトリックスは、10 mg のα-シアノ-4-ヒドロキシケイヒ酸 
(CHCA, SIGMA) を 1 ml の 0.05% TFA／50% アセトニトリルに飽和溶解させ調
製した。0.5 µl のペプチド溶液をサンプルプレート上に滴下し、乾燥しないうち
にさらに 0.5 µl のマトリックス飽和溶液をペプチド溶液上に滴下し、風乾させた
後、質量分析に供した。ペプチドマスフィンガープリントの検出はリフレクト
ロンモードで行った。質量校正は内部標準としてトリプシン自己消化物 (m/z 
842.51, 2211.11) のピークを用いて行った。 
 
12．タンパク質同定 
AXIMA-CFRの分析で作成されたペプチドマスフィンガープリント (PMF) を
用いてデータベース検索を行った。検索には、単一同位体質量 (monoisotopic ion) 
のピークを用いた。検索エンジンには MASCOT プログラム (Matrix Science, 
London, UK) を使用し、データベースは MSDB と NCBI non-redundant sequence 
database を用い、tolerance を 0.3 Da、修飾をカルバミドメチル化として検索した。
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タンパク質のホモロジー解析は http://www.Arabidopsis.org/Blast にて行った。 
 LC-MS/MS 解析でのスポット同定では、ゲルより切り出したタンパク質スポ
ットを Shevchenko et al. (1996) に従って処理した。トリプシン消化産物は直接、
nanoscale high-performance liquid chromatography (Magic 2002, Michrom 
BioResource, Auburn, CA, USA) にて解析した。カラムは C18 column (φ 0.1 x 50 
mm Magic C18, Michrom BioResource) を用い、質量分析計はタンデムに接続した
四重極 Tof (Q-Tof2, Micromass, Manchester, UK) にて解析した。ポジティブイオ
ンを検出した。タンパク質の同定は MS/MS スペクトラを MASCOT プログラム 
(Matrix Science) をもちいて NCBI nonredundant sequence database に対して行った。 
 
 
13．種子貯蔵タンパク質の N、C 末端側アミノ酸領域の解析 
Jimenez-Asendio et al. (1999) を参考に行った。アスパラギン酸 (一文字表記 D)  
の N 末端で特異的に切断する消化酵素である AspN では、0.1 mg の AspN 
(Sigma-Aldrich) を 100 mM NH4HCO3 at 37 oC の条件もしくは 0.1 mg of AspN 
(Roche Applied Science, Penzberg, Germany) in 10 mM Tris-Cl (pH 8.0) at 30 oC の条
件で反応させた。ゲル内消化は、Trypsin によるゲル内消化の方法に準じた。リ
ジン (一文字表記 K) の C 末端で特異的に切断する消化酵素である LysC では、
0.1 mg の LysC (Sigma-Aldrich) を 100 mM NH4HCO3 at 37 oC の条件にて反応さ
せた。ゲル内消化は Trypsin によるゲル内消化の方法に準じた。 
ゲル内消化後、AXIMA-CFR (SHIMADZU) を使用して分析した。質量校正は
内部標準として ProteoMass (Sigma-Aldrich) (m/z 1046.54、1533.85、2465.19、
3494.65) のピークを用いて行った。得られた分子量ピークの中より N 末端と C
末端ペプチドに相当する分子量を検索した。その際、理論分子量と理論 pI 値は
ExPASy サーバー (PeptideMass; http://au.expasy.org/tools/peptide-mass.html) もし
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くは UCSF Mass Spectrometry Facility サーバー(MS-Digest; http://prospector.ucsf. 
edu/ucsfhtml4.0/msdigest.htm) を用いて算出した。検出されたマスイオンと理論
分子量の比較の詳細は Table 3 と 4 に記した。 
 
14．登熟過程の種子採集 
シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) の種子は無菌的に MGRL 寒天培地に播
き 22oC、16 時間/8 時間の明暗サイクルで培養した。播種後 2 週のシロイヌナズ
ナ植物体を、ロックウールに移植した。MGRL 液体培地 (硫酸イオン濃度, 1.5 
mM）、硫酸塩を塩酸塩に置換した硫酸欠乏 MGRL 液体培地 (硫酸イオン濃度, 30 
µM) にて生育させた。花弁が完全に開いた日付を開花日 (0 DAF) とし、開花後
7 日目 (7 DAF) 以降の鞘を採集した。鞘は主茎のみを採取した。液体窒素で処
理し、-38oC で冷凍保存した。 
 
15．ホモロジーモデリング法とアミノ酸配列アライメント 
At12S4 の三次元立体構造を SWISS-MODEL サーバー (http://www.swissmodel. 
unibas.ch/) と Swiss PDB-viewer (Guex et al., 1997) により構築した。今までに報
告のあるダイズのグロブリンがテンプレートになった (PDB accession numbers 
1od5.pdb, 1fxz.pdb, 1ud1.pdb and 1ucx.pdb)。  
At12S4 のアミノ酸残基 34th-458th の構造を構築する事ができた。立体構造はプ
ログラム MOLMOL にて視覚化した (Koradi et al., 1996)。 
 
16．シロイヌナズナ登熟種子のトランスクリプトーム解析 
通常条件及び硫黄欠乏条件で栽培した植物から、開花後 10 日目と 11 日目の主
茎の鞘のみを採取した。液体窒素の中で鞘を取り除き、トランスクリプトーム
解析に供した。RNA の抽出は、AtGenExpress (http://www.genomforschung. 
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uni-bielefeld.de/GF-research/AtGenExpress-SeedsSiliques.html) に従って行った。よ
り詳しい方法は、Ruuska and Ohlrogge (2001) を参考にした。ラベル化した cRNA
は、Arabidopsis Genome ATH1 DNA array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) のマ
ニュアルの記述に従った。二重鎖 cDNA は、12 µg の総 RNA より合成した。得
られた GeneChip のアレイデータの標準化は、GeneSpring 7.0 (Silicon Genetics, 
Redwood City, CA, USA) を用いた。4 枚のアレイ解析すべてで、‘present’ もしく
は ‘marginal’のフラッグの遺伝子のみを選び、11233 個のプローブセットを以降
の解析に用いた。選ばれたプローブセットは、通常条件下の値と硫黄欠乏条件
下の値をシグナル強度の比として算出した。実験条件の詳細は、Web のサプリ
メントデータとして公開した。GO 解析は、バイオインフォマティクスツール
BiNGO を用いて行った (Maere et al., 2005)。 
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研究業績発表要旨 ポストゲノム手法を用いた高等植物の硫黄代謝に関する研究 
ゲノム機能学講座（遺伝子資源応用研究室）東 泰弘 
 
【序論】高等植物は土壌中の硫酸イオンを吸収し、システインをはじめとする有機硫黄化合物を合成
する。一方、ヒトを含む動物は無機硫黄から有機硫黄を合成する経路を持たないため、高等植物の有
する硫黄同化系は自然界の硫黄循環において重要な役割を果たしている。 
高等植物の種子は、我々人類にとって重要な食糧となる貯蔵物質を大量に蓄積する。貯蔵物質とし
ては、貯蔵タンパク質と貯蔵デンプン、貯蔵脂肪がその代表である。その中で貯蔵タンパク質は、ダ
イズやトウモロコシ、コムギ、コメ、ナタネなど多くの植物の完熟種子に含まれており、植物が次世
代の発芽に必要な窒素源や硫黄源となる。個々の貯蔵タンパク質について見ると、硫黄含量（システ
インとメチオニン）が大きく異なる分子種が存在する。植物を硫黄欠乏条件で栽培すると、硫黄含量
の高い貯蔵タンパク質の蓄積が減少し、硫黄含量の低いものは増加する。この応答は植物が貧栄養条
件下で種子に蓄える窒素量を維持する仕組みであると考えられる。 
近年、生物種の全ゲノム塩基配列解読が進行し、植物ではモデル植物であるシロイヌナズナ
(Arabidopsis thaliana)から、26,000 個の遺伝子の存在が明らかになった。このゲノム情報を用いること
により、トランスクリプトーム、プロテオームと呼ばれるいわゆるオーム科学が可能となった。トラ
ンスクリプトーム解析は多数の遺伝子の転写産物をハイスループットで解析する方法として注目さ
れている。一方プロテオーム解析からは、細胞内で実際機能しているタンパク質の蓄積量と翻訳後修
飾や立体構造に関する情報を得ることができる。本研究は、植物が登熟後期に翻訳し蓄積する種子貯
蔵タンパク質の蓄積形態と硫黄欠乏応答を、ポストゲノム手法であるプロテオーム解析とトランスク
リプトーム解析を用いて解明しようとするものである。 
 
【結果・考察】 
１．シロイヌナズナ完熟種子のタンパク質プロファイル 
種子は次世代の発芽および初期生長に必要な窒素源や硫黄源として種子貯蔵タンパク質を蓄積し
ている。モデル植物であるシロイヌナズナは 12S グロブリンと 2S アルブミンと呼ばれる 2 つのタイ
プの種子貯蔵タンパク質を蓄積する。近年、シロイヌナズナのゲノム配列の解読が終了し、4 つの 12S
グロブリン遺伝子と 5 つの 2S アルブミン遺伝子がゲノム上にコードされていることが判った。そこ
で本研究ではシロイヌナズナ完熟種子のプロテオーム解析を行うことにより、種子貯蔵タンパク質の
同定とタンパク質の翻訳後修飾解析を行った。 
シロイヌナズナの野生型株を通常条件下で栽培し、
得られた完熟種子より抽出したタンパク質を二次元
電気泳動法で分離し、CBB 染色により泳動像を得た
(Figure 1)。50 個のタンパク質スポットを MALDI-TOF 
MS を用いたペプチドマスフィンガープリンティング
(PMF)及び HPLC-MS/MS、さらにすでに報告のある論
文を参照して同定した。そのうち 39 スポットは、12S
グロブリンの 4 アイソフォーム(At12S1, At12S2, 
At12S3, At12S4)であった。12S グロブリンは翻訳後にα
サブユニットとβサブユニットに切断される事が知ら
れている。39 スポットのうち 25 スポットは At12S1 
(A1-A6)及び At12S2 (B1)、At12S3 (C1-C3)、At12S4 
(D1-D15)のαサブユニットと同定された。10 スポット
は At12S1 (E1-E4)及び At12S2 (F1)、At12S3 (G1)、
At12S4 (H1-H4)のβサブユニットと同定された。また 4
スポットは、翻訳後切断を受けていない At12S1 (I1)及
び At12S4 (J1-J3)の前駆体タンパク質と同定された。全
50 スポットのうち 3 スポットは、2 つの 2S アルブミ
ンアイソフォームであるAt2S1 (K1)及びAt2S3 (L1, L2)
と同定された。残る 8 つのスポットは、3 つの異なる
遺伝子由来の late embryogenesis abundant (LEA)タンパ
ク質(O1, O4, O5)など種子貯蔵タンパク質以外のタン Figure 1. Profile of proteins in mature Arabidopsis seeds. 
  
パク質であった。本解析の結果、同一遺伝子と同定されるタンパク質スポットが複数検出された。し
たがってシロイヌナズナ完熟種子は、一つの種子貯蔵タンパク質遺伝子に由来する、分子量や pI 値
の異なる複数のタンパク質分子種を含有することが示唆された。  
次に、同定されたタンパク質の N 末端と C 末端が各スポットで異なる可能性を検討した。At12S4 α
サブユニットと同定されたスポット D9-D14 をそれぞれ消化酵素 AspN で処理し、MALDI-TOF MS に
て得られる PMF を比較した結果、質量電荷比 3000 から 3700 の間で各スポットに固有のマスイオン
が検出された。この実験値は、同定された At12S4 αサブユニットの C 末端配列が、同サブユニット
のC末端領域にあるグルタミン酸残基の6つ連続する配列内にて順次断片化したときに観察される理
論分子量と一致した。一方、Trypsin 消化産物の PMF に含まれるマスイオン(質量電荷比 3219.78)は、
同サブユニットの N 末端配列が断片化していない場合に観察される理論分子量と一致した。この実験
により、スポット D9-D14 は C 末端が断片化しているのに対し、N 末端は断片化していないことが示
された。さらに他のシロイヌナズナ 12S グロブリンの N 末端と C 末端を解析した。各スポットを消
化酵素(AspN もしくは Trypsin、LysC)で処理し、MALDI-TOF MS にて得られる PMF を解析した結果、
39スポットのうち28スポットからN末端アミノ酸配列もしくは断片化したC末端アミノ酸配列の分
子量に相当するマスイオンを検出した。この実験より、今回解析できた At12S1、At12S3、At12S4 ア
イソフォームのαとβ両サブユニットは、C 末端領域が断片化している事と N 末端領域は断片化して
いない事が明らかになった。 
  
２．At12S4 前駆体の立体構造予測 
  12S グロブリンの C 末端断片化をタンパク質立体構造の観点から合理的に解釈するために、ホモ
ロジーモデリング法を用いてシロイヌナズナ 12S グロブリンの立体構造を推定した。これまでにダイ
ズグロブリンホモ三量体の立体構造が報告されている。SWISS-MODELサーバーにて構築したAt12S4
前駆体の立体構造は、αサブ
ユニットの N 末端は三量体
の内側に、βサブユニットの
C 末端は三量体の外側に位
置した(Figure 2)。またスポ
ット D1、D2、D4、D7、
D9-D14、D15 の C 末端アミ
ノ酸は三量体の外側に位置
した。この実験より、C 末
端の断片化した領域はすべ
て三量体の外側に位置する
事が示された。したがって
12S グロブリン C 末端領域
はペプチダーゼによる断片化を受けやすいと考えられる。 
 
３．硫黄欠乏時の種子タンパク質蓄積変動 
植物を硫黄欠乏条件下で栽培すると、硫黄含量の高い種子貯蔵タンパク質の蓄積量が減少し、硫黄
含量の低い種子貯蔵タンパク質の蓄積量が増加することにより、窒素源としてのタンパク質蓄積量を
保つ事が知られている。そこで本研究では、硫黄欠乏条件下におけるシロイヌナズナ完熟種子のプロ
テオーム解析を行い、貯蔵タンパク質の蓄積量変動を調べた。 
硫黄欠乏条件下でシロイヌナズナ野生型株を栽培し、得られた完熟種子より抽出したタンパク質を
二次元電気泳動法にて解析した。タンパク質スポット 50 個の蓄積量を二次元ゲル解析ソフトにて数
値化し、通常条件下の種子タンパク質の泳動像と比較した。解析の結果、蓄積量が有意に 1/2 以下に
減少したスポットは 8 つあった。そのうち 4 つは、硫黄含量の高い At12S3 (C1, G1)と At2S3 (L1, L2)
であった。残りの 4 つは At12S4 αサブユニットの C 末端が断片化したスポット D10、D11、D12、D14
であり、硫黄欠乏条件下で同断片化が抑制される事が示唆された。一方蓄積量が有意に 2 倍以上に増
加したスポットは 3 つあった。そのうち 2 つは At12S4 前駆体(J2, J3)であり、硫黄欠乏条件下で前駆
体タンパク質のプロセシングは抑制されることが示唆された。もう一つのスポット E3 は At12S1 βサ
ブユニットであった。同サブユニットと同定した 2 スポット(E1, E2)と比較して E3 は通常条件下で蓄
積量が少なく C 末端が一番長い分子種であった。At12S1 βサブユニットは通常条件下では断片化され
Figure 2. Structural modeling of At12S4 in Arabidopsis. 
  
た E1, E2 の状態で蓄積され、硫黄欠乏条件下においてはこの断片化が抑制され、断片化途中のβサブ
ユニット E3 の蓄積量が増加したと考えられる。 
 二次元ゲル上の 50 スポットのタンパク質蓄積量（窒素蓄積量）と、そのアミノ酸配列に含まれる
システインとメチオニン量（硫黄蓄積量）を算出した。At12S3 と At2S3 の蓄積量がタンパク質蓄積
量に占める割合は通常条件下で 9.3%、9.5%であるのに対し、硫黄蓄積量に占める割合は通常条件下
で 11.2%、23.6%と高い。
硫黄欠乏条件下ではこの
タンパク質蓄積量が減少
するため、タンパク質蓄
積量は通常条件下と比べ
て 81%であるが、硫黄蓄
積量は 68%まで減少する
(Figure 3)。硫黄供給量が
制限される硫黄欠乏条件
下のシロイヌナズナ種子
は、硫黄含量の高いタン
パク質蓄積量を減少させ、
窒素源としてのタンパク
質蓄積量を維持すると考えられる。 
 
４．硫黄欠乏時の登熟種子によるトランスクリプトーム解析 
登熟種子の硫黄欠乏に対する応答を転写レベルで明らかにするためにトランスクリプトーム解析
を行った。シロイヌナズナを通常条件下および硫黄欠乏条件下で栽培し、開花後 10、11 日目の種子
から RNA を抽出し、DNA チップを用いて約 23,000 遺伝子の発現量を解析した。硫黄欠乏条件下の
登熟種子で発現が誘導される上位 1000 遺伝子から二回の実験で共通して増加する 155 遺伝子を抽出
した。同様に遺伝子発現の減少する 207 遺伝子を抽出した。それらの遺伝子についてバイオインフォ
マティクスツール BiNGO (Biological Networks Gene Ontology tool)を用いて解析し、統計学上有意に変
動する Gene Ontology (GO)を抽出した。硫黄欠乏時に発現が増加する 155 遺伝子の中には、フラボノ
イド生合成や脂肪酸生合成、スーパーオキシドラジカルの除去に関する GO に含まれる遺伝子が有意
に多く含まれていた。硫黄欠乏条件下の登熟種子は、細胞内の酸化還元レドックスを維持する含硫化
合物グルタチオンの蓄積量が減少し、酸化ストレス応答をしたと考えられる。一方、硫黄欠乏条件下
で発現が減少する 207 遺伝子の中には、被子植物の胚と種子形成に関する GO に含まれる遺伝子が有
意に多く含まれていた。この実験により、硫黄欠乏条件下の種子は、種子形成が転写レベルで抑制さ
れる事が示唆された。また、種子貯蔵タンパク質についてプロテオーム解析の結果とトランスクリプ
トーム解析の結果を比較したところ、硫黄欠乏条件下でタンパク質蓄積量が減少したタンパク質
(At2S3 と At12S3)は、遺伝子発現量に顕著な減少は観察されなかった。したがって、硫黄欠乏条件下
におけるシロイヌナズナ種子貯蔵タンパク質の蓄積量減少は、転写レベルよりも翻訳レベルで制御さ
れる事が示唆された。 
 
【総括】二次元電気泳動法と質量分析法により、通常条件下で栽培したシロイヌナズナ種子に蓄積す
るタンパク質の 84%は 12S グロブリンと 2S アルブミンである事と、12S グロブリンの N 末端は断片
化せず C 末端は断片化した分子種である事を明らかにした。ホモロジーモデリング法を用いた立体構
造解析により、断片化された 12S グロブリン C 末端領域はプロテアーゼによる切断を受けやすい事が
示された。硫黄欠乏条件下で栽培したシロイヌナズナ種子に蓄積する 12S グロブリンの翻訳後プロセ
シングは抑制される事が示された。また種子は硫黄供給の制限される条件下でも硫黄含量の高いタン
パク質蓄積量を減少させ、窒素源としてのタンパク質蓄積を維持する事が示唆された。次に硫黄欠乏
条件下における登熟種子の遺伝子発現を網羅的に解析した結果、硫黄欠乏条件下の種子は酸化ストレ
スに対する応答をする事と種子形成が阻害される事が示唆された。また硫黄含量の高いタンパク質蓄
積量の減少は翻訳レベルで制御される事が示唆された。本研究により、シロイヌナズナ種子の硫黄欠
乏応答は、転写、翻訳、翻訳後の各段階で起こる事が示唆された。 
 
【文献】Higashi, Y., Hirai, M. Y., Fujiwara, T., Naito, S., Noji, M. and Saito, K. (2006) Plant J., 48, 557-571  
Figure 3. Total protein (a) and total sulfur (b) in seed proteins stored under control 
condition and sulfur-deficient condition.
